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Abstract 
  Electron  transfer  (ET)  reactions  are  at  the  heart  of  most  biological  and  chemical 
processes.  This  seemingly  simple  passing  of  electrons  is  critical  for  all  life,  as  it  allows  for 
photosynthesis,  respiration,  synthesis  of molecules,  etc.  This myriad  of  biological  processes 
requires a similarly diverse set of ET catalysts to carry and transfer the electrons  in a selective 
fashion. The  reduction potentials  (Em) of  these protein based  catalysts  span  the  full  range of 
biologically  relevant  Em  values  from  about  ‐500  mV  to  1,000  mV.  Despite  the  diversity  in 
reactivity  and Em  seen  in natural ET  catalysts,  these proteins utilize only  a  limited number of 
redox active cofactors. Of metal based redox cofactors, the entirety of the required Em range is 
covered  by  Fe‐S  clusters,  heme,  non‐heme  iron,  copper, manganese  and molybdenum  ions. 
Many of these cofactors are also so similar to one another that the spectroscopic features may 
be effectively identical, yet Em values within a family of ET protein may vary 500 mV or more. A 
striking  example  of  this  is  the  type  1  (T1)  Cupredoxin  family  of  proteins.  In  this  family  of 
proteins, Em values vary across 500‐600 mV, but  the redox active copper  is  ligated  in a similar 
distorted  tetrahedral  fashion,  with  identical  ligands.  The  spectroscopic  features  of  these 
proteins are also very similar across the entire family. More  importantly, the unchanged redox 
active  site  is  able  to  maintain  a  low  reorganization  energy  associated  with  reduction  or 
oxidation, which manifests as highly efficient ET. How the Em values of these proteins can vary so 
greatly and  in very small, ~50 mV  increments, with seemingly  little  to no change  to  the redox 
site  itself  is  one  of  the  most  critical  and  previously  unanswered  questions  in  the  field  of 
biological ET. 
  This thesis details efforts to answer how the Em of a single ET site can vary over an 500 
mV or larger range, yet maintain a very similar redox active site with similarly high ET efficiency. 
Firstly, it will be shown that the Em of the cupredoxin azurin (Az) can be fine‐tuned in small, ~50 
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mV  increments  across  a  500‐600  mV  range  simply  by  modifying  hydrogen  bonding  and 
hydrophobic  interactions  in the secondary coordination sphere of the copper site. Surprisingly, 
this  large range of achievable Em values was attained with only two to three mutations  to the 
protein. It is also shown that the effects on the Em of certain individual mutations is additive and 
that  these  individual mutations  can  be  combined  to  increase  the  range  of  attainable  redox 
potentials. Most importantly, these mutations do not significantly perturb the ET efficiency or ET 
rate of the protein. 
  Hydrogen bonding and hydrophobic  interactions are, of  course, not  the only  features 
within a protein that could alter the Em. The contribution of a negative dipole from a carbonyl 
oxygen on the backbone of the protein towards the tuning of the Em of Az was also investigated. 
Since  this  dipole  comes  from  a  backbone  oxygen  atom  that  is  in  the middle  of  the  protein 
sequence  it  cannot  be  directly  changed  by  traditional  mutagenesis  or  even  semi‐synthetic 
methods. As such, hydrogen bonding, steric repulsion and loop torsion were used in attempts to 
alter the backbone carbonyl and investigate its electronic contribution to the copper site. It was 
seen  that  this  region of  the protein, and presumably  the  carbonyl oxygen  itself, does have a 
strong effect on the Em of Az, with alteration of hydrogen bonding producing the largest changes 
in Em. 
  The  individual  mutations  giving  the  largest  increases  to  the  Em  of  Az  discovered 
throughout  this  study were  then  combined  into a  single Az variant,  resulting  in a  copper  site 
with an Em approaching 1,000 mV. This value  is well above  the highest known Em value  for a 
protein similar  to Az, but not unprecedented  in nature. Unfortunately  the mutations made  to 
generate the 1,000 mV variant did alter the spectroscopy and, presumably, the ET efficiency of 
the copper site. Given the strongly oxidizing Em of this protein and others in the range leading to 
making  the 1,000 mV variant,  the viability of using  such an Az variant as a  redox  reagent  for 
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oxidizing  other  proteins  was  investigated.  Preliminary  results  show  that  heme  proteins  like 
cytochrome p450 camphor can be oxidized with Az  to generate a catalytic  species capable of 
oxidizing organic substrates. 
  Secondly, this thesis also shows how the lessons learned from redox tuning of Az can be 
applied to other metal sites. The Em of the dinuclear CuA site  in the engineered protein CuA Az 
was  tuned  in  a  similar  fashion by  altering  the hydrogen bonding network  around one of  the 
copper ligands. Because > 85 % of the protein is the same between Az with a T1 copper site and  
CuA Az with a dinuclear  copper  site, many of  the alternate effects of  the mutations  could be 
discounted.  It was shown that the two  types of copper sites can be redox  tuned  in effectively 
the same fashion, but that the electronic properties of the CuA site are more spread out which 
lessens the change in Em observed upon mutation. 
  Finally,  initial  investigations  and  characterization  of  newly  discovered  cupredoxin 
proteins  from  the  organism  Nitrosopumilus  maritimus  will  be  discussed.  This  organism  is 
interesting as it and similar organisms are believed to account for much of the global conversion 
of  ammonia  in  the world’s  oceans  to  nitrite.  Interestingly,  Nitrosopumilus maritimus  is  also 
missing  the  genes  encoding  one  of  the  most  ubiquitous  classes  of  ET  proteins  in  nature, 
cytochrome c proteins. These genes are replaced by putative cupredoxin proteins. Studying the 
copper proteins from this organism will undoubtedly shed light on the mechanisms of ammonia 
oxidation in this organism, but will also shed light onto the evolutionary question of why nature 
chose iron as its metal of choice throughout most of life, rather than copper. One of the copper 
proteins  of  interest,  N.  mar_1307,  has  been  purified  and  re‐constituted  with  copper. 
Spectroscopic  and  structural  investigations  of  this  protein  are  on‐going,  but  have  already 
resulted in some interesting proposals as to the function of this novel copper protein. 
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  In  summary,  this  thesis details  in depth  studies of  the  secondary  coordination  sphere 
interactions that fine‐tune the Em of the cupredoxin Az. These  interactions, hydrogen bonding, 
hydrophobicity and ionic interactions, allow for predictable tuning of the Em of Az across a nearly 
1,000 mV  range.  The  strongly  oxidizing  variants  of Az  developed  here may  also  be  useful  as 
oxidants for other proteins. Interactions used to alter the Em in Az were also applied to a CuA site 
and  results  show  that  the effects of  individual mutations are  the  same across different metal 
sites, although  the magnitude of  the  change  is difficult  to predict. Finally,  the properties and 
functions of newly discovered  copper proteins, which may be  involved  in  the global nitrogen 
cycle, are being investigated. 
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Chapter 1 
Protein Engineering and Applications to Redox Tuning of Electron Transfer Proteins 
1.1 Introduction 
It has  long been the dream of chemists and biologists to use proteins, or the cofactors 
from proteins, at will in an industrial setting to produce energy, biofuels, pharmaceuticals, etc.1‐
11 The primary allure to proteins is that the typical catalytic efficiencies and chemical selectivity 
of  proteins  are  difficult  to  match  with  synthetic  catalysts.  Small  synthetic  catalysts  will 
undoubtedly improve as more time and technology is brought to bear upon such molecules, but 
proteins currently have a few billion years of head start on synthetic chemists. These billions of 
years of evolution have resulted in highly chemically selective and efficient catalysts. 
Unfortunately for those who wish to use proteins for industrial purposes, in many cases, 
nature evolved proteins too well, in that they are extremely selective for a particular reaction. It 
is  also often  very difficult  to  alter  this  selectivity of proteins without destroying  the  catalytic 
efficiency  of  the  protein.  If  the  catalytic  efficiency  and  chemical  selectivity  for  the  desired 
reaction  cannot  be  maintained,  the  other  problems  associated  with  using  proteins  in  an 
industrial  setting,  such  as  sensitivity  to  temperature  and  cost,  override  their  usefulness  as 
catalysts. It is key, therefore, to alter the protein in such a way that the property that should be 
altered is appropriately altered while the other properties are left alone.1‐11 
One  proposed  use  for  proteins  in  the  future,  particularly  in  the  field  of  renewable 
energy, is as electron transfer (ET) agents in photo‐ or fuel‐cells.12‐14 With ET proteins, the most 
important  properties  of  a  catalyst  are  the  reduction  potential  (Em)  and  the  ET  efficiency.  In 
nature, the Em of an ET protein  is tuned to a given value that matches, or  is close to,  its redox 
partner, so that selective ET occurs even in a sea of other ET proteins. Many natural ET proteins 
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are also exceptionally efficient at ET, with many examples of proteins exhibiting reorganization 
energies much  less  than 1 eV.15‐23 These properties make ET proteins very attractive electron 
carriers in any multi‐component redox cell. 
To be useful in photo‐ or fuel cells, the Em of the proteins used must be near to the Em of 
the reactions being catalyzed. In a fuel cell, oxidation and reduction of water commonly is used, 
which  occurs  at  around  1.0‐1.2  V  vs.  the  standard  hydrogen  electrode  (SHE)  depending  on 
conditions such as pH.24 An intermediate electron carrier must, therefore, have an Em near this 
value as variations will either slow ET between the catalyst and the electron carrier, result  in a 
loss of some of the driving force, or potential difference of the whole cell.  
1.2 Protein engineering and catalysis 
With few exceptions, most proteins are very selective in the chemistry that they will do 
at high  catalytic efficiency. Native enzymes  that are naturally promiscuous due exist,  such as 
cytochrome  p450  3A4, which  is  responsible  for much  of  the  drug metabolism  in  humans.25 
However, most enzymes have very  specific  reactions  that  they naturally  catalyze and altering 
this  specificity  often  results  in  lower  catalytic  efficiency.  Given  the  desirable  properties  of 
protein catalysts mentioned above, much work has been devoted to altering catalysts in ways to 
alter the chemical specificity to  industrially relevant reactions, without destroying the catalytic 
efficiency.1‐11 
Many  successes  have  been  reported  in  altering  the  chemical  specificity  of  protein 
enzymes. Some of the most striking have been achieved by re‐designing the active sites of the 
cytochrome  p450  (CYP)  proteins,  which  have  been  used  to  oxidize  small  alkanes  such  as 
propane,7 and, more recently, methane to the alcohol products.26 Such oxidation could be used 
to convert abundant, but difficult to handle and distribute fuels, such as methane, to fuels that 
will more easily fit into the current fossil fuel based energy infrastructure like methanol. 
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Another example of successfully re‐engineered proteins for the purpose of catalysis are 
those  from  the  lab  of  Prof.  Thomas Ward  and  others.  In  this work,  an  exceptionally  stable 
scaffold  protein,  streptavidin, myoglobin,  etc.  has  been modified with  a myriad  of  synthetic 
catalysts. As such, many of the desirable features of both proteins and synthetic catalysts were 
combined. The synthetic catalyst, such as a Re or Ru organometallic complex, or a metal salen 
complex, is able to perform chemistry not typically seen in nature, but the extended network of 
the protein scaffold provides secondary interactions with the catalytic portion, or the substrate 
through  hydrogen  bonding,  steric,  or  hydrophobic  interactions.  These  secondary  interactions 
have the potential to induce chirality to reactions by forcing substrates to interact with catalysts 
in only one way, or orientation.9,27‐33 Enantioselectivity  is critical  for many syntheses, and  it  is 
particularly important for the synthesis of pharmaceuticals. 
1.3 Protein engineering on ET proteins 
The high efficiency of ET proteins as electron carriers has also made these proteins an 
attractive  target  for  incorporation  into  bio‐inspired  devices.  A  primary  example  of  this  are 
laccase proteins which natively reduce oxygen to water and have been used for many years to 
build fuel cell cathodes.34‐37 These proteins natively include a type 1 (T1), blue copper site as an 
ET  site  that  provides  electrons  to  a  secondary  catalytic  site  that  reduces  the  oxygen. Many 
laccase proteins catalyze this reaction near to the reversible potential of water oxidation as well, 
which results in less loss of driving force.38  
Despite  their  desirable  features,  laccase  proteins  have many  problems  that  currently 
prohibit  their use as  fuel  cell  cathode  catalysts. For example,  laccase proteins are  large  (> 50 
kDa), which limits the number of catalysts that can be tethered to an electrode surface and the 
theoretical charge density that can be achieved. A recently discovered small  laccase (~30 kDa) 
has  also  been  used  to  build  a  fuel  cell  cathode,  and  results  have  shown  that  even  small 
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decreases  in  the  size  of  the  catalyst  can  greatly  improve  the  achievable  charge  density  of  a 
device.37  Unfortunately,  the  ET  site  in  these  small  laccase  proteins  have  much  lower  Em 
compared to other laccases, which results in a loss in the potential difference across a redox cell. 
The  inability  to predictably  fine‐tune  the  functional properties of ET  sites  in proteins, 
such as the Em, precludes the use of any protein in a redox cell. We and others, therefore, have 
devoted much effort towards predictably tuning reduction potentials  in ET proteins. While  it  is 
easy to change the Em of an ET protein over a broad range simply by changing metals or ligands 
within the primary coordination sphere, such changes often destroy the ET efficiency of an ET 
site. It is much more difficult to alter the Em of a protein without destroying the ET efficiency, or 
to fine‐tune Em over ~50 mV increments to hone in on a desired Em. 
1.4 Insights on redox tuning from nature 
Although  it  is  difficult  to  modify  functional  properties  of  ET  proteins  like  Em  in  a 
predictable way without disrupting ET efficiency, nature gives clues on how such control over 
proteins  is  achieved.  In  nature,  relatively  few  redox  active  cofactors  are  used. Of  the metal 
based cofactors, the entirety of the redox reactions seen in nature, ranging from about ‐0.5 V to 
+1.0  V,  are  covered  by  heme  cofactors,  non‐heme  Fe  ions,  Fe‐S  clusters,  copper  ions, 
molybdenum  ions and manganese  ions.20 Each cofactor has an  inherent functional range of Em 
values, but the exact Em of the protein can be fine‐tuned across this range in small increments in 
order  to  match  its  potential  to  that  of  its  redox  partner  (Figure  1.1).  Since  the  primary 
coordination sphere around the redox active cofactor of such proteins does not often change, 
nature  shows  that  the  protein  environment  or  specific  solvent  interactions  govern  this  fine‐
tuning  of  the  electronic  properties  of  the  cofactor  through  interactions  such  as  hydrogen 
bonding,  hydrophobicity,  selective  ionic  interactions  and  modification  of  net  dipoles.1,39‐44 
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Predictably altering the protein environment will allow for the full control over the Em of an ET 
protein. 
 
 
Figure 1.1. Examples of biologically relevant metal redox cofactors and where their typical redox 
potentials lie relative to the SHE and other electrochemistry standards. 
 
1.5 Computational methods for protein design 
Insights from nature and other studies clearly show that the protein environment is the 
most  critical  element  effecting  the  exact  position  of  the  Em  of  an  ET  protein.  Predictably 
modifying this environment will allow  for  full control of the Em of a redox active cofactor over 
the entire usable  range  seen  in nature, and possibly even beyond  this  range. However, even 
small proteins contain upwards of 100 amino acids or more. Each amino acid  is also entangled 
with dozens of individual interactions with other areas of the protein. 
Given the huge number of variables associated with even one amino acid  in a protein, 
computational methods are critical for modern protein design.1 Examples of the most advanced 
programs available  today  for protein design are Visual Molecular Dynamics  (VMD),45 which  is 
coupled with the Scalable Molecular Dynamics (NAMD)46,47 computational program, to perform 
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energy minimization and molecular dynamics on protein systems. Rosetta  is another program 
developed  to  computationally  design  proteins.48,49  Both  of  these  examples  and  other  similar 
programs  have  been  repeatedly  shown  to  be  powerful  tools  in  protein  design,  successfully 
predicting protein folding, protein stability and mutations to alter the chemical specificity of an 
active site, however, these programs are still only minimally effective for metalloenzymes. The 
complexity  of  transition  metals  with  partially  filled  δ‐orbitals  is  currently  beyond  the 
programming of such programs. 
In order  to  computationally  study metalloenzymes,  alternate methods must be used, 
such as density  functional  theory  (DFT).50‐52 DFT  is very  taxing  computationally  though, which 
limits  the number of  atoms  that  can  be  considered  in  a  computation.  Since  the  surrounding 
protein environment  is critical  for protein  functionality,  the more atoms  that can be  included, 
the more  accurate  the  computation will  be.  Therefore,  other,  less  computationally  intensive 
techniques have been developed,53 but  include more assumptions that can affect the accuracy 
of the study. No computation program currently exists that can both consider the effects of the 
entire protein environment and  the electronic properties of a  transition metal with a partially 
occupied  δ‐shell.  Therefore,  protein  design  on  metalloenzymes  must  rely  on  rudimentary 
computational  techniques,  coupled  with  a  significant  amount  of  human‐based  chemical 
intuition, high‐throughput or semi‐high‐throughput methods, structural determination and even 
simple guess and check.   
1.6 Classifications of biologically relevant copper centers 
The  class of ET proteins  that will be  the  focus of  this  thesis  are  cupredoxin proteins. 
Specifically T1, blue  copper proteins and CuA  containing proteins will be  studied here. Before 
discussing how  the protein environment affects  the  redox properties of  copper proteins,  it  is 
important to know the features and types of copper proteins found  in nature. There are many 
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types of copper proteins found in nature including type 1 (T1), type 2 (T2), type 3 (T3), CuA and 
CuZ sites. Table 1.1 gives a summary of the typical features of each type of site.54‐59 
 
Table  1.1.  Classification  and  typical  spectral  features  of  the  various  types  of  natural  copper 
sites.54 
  T1  T2 T3 CuA CuZ
Number of 
coppers  1  1  2  2  4 
UV‐visible 
features 
Strong 
absorption 
(~600 nm or 
~459 nm) 
Weak 
absorption 
(~700 nm) 
Weak 
absorption 
(~700 nm) 
Strong 
absorption 
(~480 and 
~530 nm) 
Strong 
absorption 
(~640 nm) 
EPR features 
4 line, small 
hyperfine 
(<100 G) 
4 line, 
moderate 
hyperfine 
(~100‐200 G) 
no signal 
7 line, small 
hyperfine 
(<100 G) 
2 species, 4 
line each, small 
hyperfine 
(<100 G) 
Common 
Ligands 
His, Cys, Met, 
Gln  His, Asp, Tyr  His, Tyr  His, Cys, Met  His, S
2‐ 
Active Site 
Geometry 
Distorted 
tetrahedral 
Distorted 
tetragonal  Tetragonal  Trigonal planar 
μ4‐S2‐ tetra‐
copper cluster 
Examples 
Azurin 
Plastocyanin 
Rusticyanin 
Stellacyanin 
Nitrite 
reductase 
Laccase 
Superoxide 
dismutase 
Galactose 
oxidase 
Amine oxidase 
Nitrite 
reductase 
Laccase 
Hemocyanin 
Tyrosinase 
Catechol 
oxidase 
Laccase 
Cytochrome c 
oxidase 
N2O reductase 
Menaquinol 
NO reductase 
N2O reductase 
Typical 
Function 
Electron 
transfer  Catalysis  Catalysis 
Electron 
transfer  Catalysis 
 
T2, T3 and Cuz sites are typically catalytic  in nature rather than  involved  in ET and are, 
therefore, not the focus of this study. T1 and CuA sites are exclusively used as ET sites in nature. 
The T1 copper site  is characterized by a copper  ion  ligated  in a  trigonal plane by one  thiolate 
ligand  from a Cys  residue and  two  imidazole  ligands  from His  residues. A  longer  range  (~3 Å) 
interaction with a  thioether  ligand  from a Met residue  is also present  in most T1 copper sites 
(Figure 1.2). T1 cupredoxins are characterized by a strong ligand to metal charge transfer in the 
visible spectrum at ~600 nm and comparatively small EPR hyperfine splittings due to the highly 
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covalent Cu‐S interaction. These proteins also have particularly low reorganization energies (< 1 
eV)  associated  with  oxidation  or  reduction  compared  to  copper  based  catalytic  sites  in  T2 
copper proteins, which makes T1 copper proteins well suited for efficient ET in nature.54 
 
 
Figure  1.2.  Typical  copper  binding  site  of  a  T1  cupredoxin  protein.  For  clarity,  the  protein 
backbone  is  greyed  out.  Important  residues  are  shown  in  ball‐and‐stick  representation with 
carbon atoms in cyan, nitrogen atoms  in blue, sulfur atoms in yellow, oxygen atoms in red and 
copper in green. 
 
  CuA  sites  are  a  very  interesting  type  of  copper  site  from  a  coordination  chemistry 
standpoint.  The  CuA  site  consists  of  two  copper  ions  that  are  ligated  by  two  bridging  Cys 
thiolates and one His  imidazole nitrogen per copper  ion. Like  the T1 copper  site  some  longer 
range  ligands also exist. The  ligation of  these  copper  ions also  causes a Cu‐Cu bond  to  form, 
resulting  in a novel, mixed valent Cu(1.5)—Cu(1.5)  site  in  the oxidized  state  (Figure 1.3). This 
delocalized site results  in a complex visible spectrum  for CuA and a seven  line axial EPR single, 
indicating  interaction of a single electron with two copper sites. Another  interesting feature of 
9 
 
the  CuA  site  is  that  studies  have  shown  it  to  be  even more  efficient  at  ET  than  T1  copper 
proteins.15,54 
 
 
Figure 1.3. The molecular structure of  the  typical CuA site. For clarity,  the protein backbone  is 
greyed out. Important residues are shown in ball‐and‐stick representation with carbon atoms in 
cyan, nitrogen atoms in blue, sulfur atoms in yellow, oxygen atoms in red and copper in green. 
 
1.7 Redox tuning of cupredoxin proteins 
Cupredoxins in nature are a diverse family of proteins that participate in a myriad of ET 
roles  in critical biological  functions  from photosynthesis  to  respiration.54,55,59‐64 As  such, native 
cupredoxins are known to have widely varying Em values from ~100 mV to 700 mV or higher. The 
ligand  set  surrounding  the  copper  ions, however,  are  identical  across  the  entire  family of  T1 
cupredoxins with only some exceptions. The molecular effects responsible for this high degree 
of variability  in the redox properties of T1 cupredoxins has, therefore, been a subject of great 
interest for decades. 
10 
 
The  longer  range  ligand,  i.e.  the axial Met  residue  in many  cupredoxins has garnered 
much attention throughout the years and has been mutated to every other protiogenic amino 
acid. Such mutations had a significant effect on the Em of the copper site, altering Em over a ~200 
mV range, and typically resulted in little change to the overall structure, spectroscopic features 
or  ET  efficiency  of  the  protein.65  The  reason  for  the  changes  to  the  Em  of  the  protein  upon 
mutation of this residue remained elusive though, until this Met was replaced with a series of 
unnatural,  isostructural  mimics  of  Met.  These  isostructural  mimics  allowed  researchers  to 
negate other effects of mutations,  such as altered hydrogen bonding or  steric effects and  to 
observe a linear relationship between the hydrophobicity of the side chain at the axial position 
and the Em of the protein.41,42 
The studies of the axial Met residue still left many unanswered questions. First of all, the 
amount  of  change  seen,  ~200 mV,  is much  less  than  the  500‐600 mV  range  seen  in  native 
cupredoxins.  Furthermore,  most  cupredoxins  in  nature  have  a  Met  residue  at  the  axial 
position,54  regardless of  the Em of  the protein. Clearly  there are other effects  that account  for 
much  of  the  redox  tuning  of  cupredoxins  in  nature.  The work  in  this  thesis  shows  that  the 
missing link in redox tuning of T1 cupredoxins is re‐arrangement of hydrogen bonding networks 
near the copper binding site. Similar alterations have since been applied to the CuA site as well, 
showing suggesting that the same principles learned from the studies of T1 cupredoxins can be 
applied to other copper sites. Presumably, such effects could be applied to any ET protein. 
1.8 Goals 
Despite  the  decades  of  research  devoted  to  T1  cupredoxin  proteins,  there  was 
previously no report demonstrating the complete control over the Em of a T1 copper site across 
the entire range of Em values natively seen in T1 cupredoxins. Chapter 2 of this thesis will discuss 
the ways in which we were able to fine‐tune the Em of the T1 cupredoxin azurin (Az) across the 
11 
 
full  range  of  potentials  seen  in  native  cupredoxins  and  shows  the molecular  and  electronic 
effects of the mutations made and how they apply to the Em of the protein. 
Another previously unanswered question in the field of T1 cupredoxins is the effect of a 
nearby  ionic  interaction  from  a  backbone  carbonyl  oxygen  ~3  Å  from  the  copper  site.  This 
negative  dipole  is  believed  to  stabilize  the  higher  oxidation  state  of  the  copper  ion,  thereby 
lowering the Em. Chapter 3 will detail the ways in which we have studied this interaction in Az. 
Applying what we have learned from the studies in Chapters 2 and 3 about redox tuning 
of Az, we then set out to push the Em of Az beyond what is seen in similar cupredoxin proteins. A 
variant of Az  that has an Em of nearly 1 V was  the  result and  is  the subject of Chapter 4. The 
molecular effects that result in this exceptionally high Em, and preliminary results in using this 1 
V cupredoxin as a strong oxidant for other proteins will be examined. 
In  the  final  two  chapters,  attempts  to  expand  the  lessons  learned  from  the  previous 
studies to other systems will be discussed. Chapter 5 will focus on altering the hydrogen bonding 
around the CuA site in the engineered protein, CuA azurin, and its effect on the Em of the copper 
site will  be  detailed.  Finally,  in  Chapter  6, will  cover  the  purification  and  characterization  of 
previously  undiscovered  cupredoxin  proteins  from  the  archaeon Nitrosopumilus maritimus,  a 
recently  discovered  archaeon  that  is  believe  to  catalyze  much  of  the  global  conversion  of 
ammonia to nitrite in the global nitrogen cycle. 
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Chapter 2  
Rationally Tuning the Reduction Potential of a Single Cupredoxin Beyond the Natural Range 
Portions of this chapter are previously published and are here reproduced with permission from 
Marshall et al. Nature 2009, 462, 113‐116. 
2.1 Introduction 
  2.1.1 Justification of redox tuning of electron transfer proteins 
Redox processes are at the heart of numerous functions in chemistry and biology, from 
long‐range electron transfer (ET) in photosynthesis and respiration to catalysis in industrial and 
fuel cell research. Nature accomplishes these functions by employing only a  limited number of 
redox‐active agents. A long‐standing issue in the field of ET proteins is how reduction potentials 
(Em)  are  fine‐tuned  over  a  broad  range  with  little  change  to  the  redox‐active  site  or  ET 
properties.1‐10 Resolving this  issue will not only advance our fundamental understanding of the 
roles of  long‐range, non‐covalent  interactions  in redox processes, but also allow for the design 
of  redox‐active proteins having  tailor‐made  redox potentials  for  applications  such  as  artificial 
photosynthetic centers11,12 or fuel cell catalysts13 for energy conversion.  
2.1.2 The diversity of the cupredoxin family 
Cupredoxins are redox‐active copper proteins that span several kingdoms in biology and 
play  crucial  roles  in  many  important  processes,  including  photosynthesis,  respiration,  cell 
signaling,  and  many  other  reactions  in  oxidases  and  reductases.2,4‐7  Despite  these  many 
functions, cupredoxins employ a single redox active center, whose Em must be tunable to match 
that  of  a  given  redox  partner without  compromising  the  structural  and  ET  properties  of  the 
protein.10 The protein environment provides a means  to overcome not only  the  large  (> 1eV) 
reorganization energies of Cu complexes  in aqueous solution, but also  the  limited range of Em 
attainable  by  Cu  ions  under  physiological  conditions  (<200 mV).5,14 Mononuclear  type  1  (T1) 
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cupredoxins provide a stunning example, as  they all contain a single Cu  ion with similarly  low 
(0.7 eV) reorganization energy, yet Em from various members of this ubiquitous family span an 
500‐600 mV range,2,4‐7 nearly half of the range of biologically relevant potentials. 
Despite  their  vastly  different  Em,  the  spectroscopic  features,  active  site,  and  overall 
structure are very similar  in all T1 cupredoxins,15 which contain a Cu  ion coordinated by a Cys 
and two His residues in a trigonal planar geometry, and a weak axial ligand, such as Met121 in 
azurin (Az) (Figure 2.1 A).16 An ionic interaction between the Cu and a backbone carbonyl oxygen 
(Gly45 in Az) is also present in some cupredoxins, which has been proposed to be important for 
modulating  the Em of  the  copper  site  (Figure 2.1 A).5,17,18 The  similar  structure of  the  various 
cupredoxins  results  in similar spectroscopy, characterized by a  ligand  to metal charge  transfer 
(LMCT) absorbance at ~600 nm and very small EPR hyperfine coupling constants (A║ ~ 60 G).1‐10 
That the highly similar Cu‐binding site structures exhibit such a wide range of Em suggests that 
Nature  likely utilizes subtle  interactions outside  the primary coordination sphere  to attain  the 
required Em in cupredoxins.  
2.1.3 Previous studies to elucidate the factors governing redox potential in cupredoxins 
A  number  of  studies  have  been  performed  to  elucidate  the  structural  features 
responsible  for controlling the Em of cupredoxins.2,4‐7,19 Factors  indentified  in other proteins as 
crucial for tuning Em, such as electrostatics14,17,20‐27 and solvent5,26‐32 effects, have thus far shown 
minimal effect in cupredoxins, suggesting that there is still a significant lack of knowledge about 
other long‐range, non‐covalent interactions responsible for tuning Em. Furthermore, large swings 
in Em by substituting metals or  ligands are possible,33,34 but such changes ubiquitously destroy 
the ability of cupredoxins to efficiently transfer electrons by raising the reorganization energy. 
Even more difficult than simply altering the Em of an ET protein  is altering  it  in such a way that 
does not disrupt the other functional properties of the protein.  
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Figure 2.1. A) WT Az  (PDB 4AZU)16 B) Asn47Ser/Met121Leu Az C) Asn47Ser/Phe114Asn Az D) 
Phe114Pro/ Met121Gln Az.  In all panels copper  is shown  in green, carbon  in cyan, nitrogen  in 
blue, oxygen in red and sulphur in yellow. Hydrogen‐bonding interactions are shown by dashed 
red lines. 
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Within the cupredoxin family, groups of proteins are apparent when sorted based on Em. 
Nitrite  reductases,35  stellacyanins,36  amicyanins,37 mavicyanins38  and  pseudoazurins39  natively 
have  substantially  lower  (~100 mV)  Em  values  as  compared  to  Az.5 Az  and  umecyanins  have 
moderate Em values natively around 200‐300 mV vs. the normal hydrogen electrode (NHE). On 
the other end of the scale, rusticyanins have Em values ~400 mV higher than Az.  
Mutational studies on  rusticyanin  (Rcy),  the mononuclear cupredoxin with  the highest 
Em of 680 mV at pH 2.0, resulted  in a  lowest Em of ~470 mV, still higher than the highest Em of 
other cupredoxins.2,4‐7,19 Similarly, numerous mutations  in other,  lower Em, cupredoxins always 
reach an Em ceiling, with the highest Em being ~ 400‐500 mV, still lower than that of Rcy. So far, 
replacement of the axial copper ligand (Met121 in Az) has resulted in the largest changes to the 
Em of several cupredoxins.2,4‐7,19 Studies using unnatural amino acids as  isostructural analogues 
of Met  established  a  linear  correlation  between  the  Em  and  the  hydrophobicity  of  the  axial 
ligand  in  cupredoxin  variants  (Figure  2.2).40,41  Other  interactions,  such  as  π–π  interactions 
between aromatic residues and the copper ligands, have been shown to affect cupredoxin Em to 
a  lesser  degree.42,43  While  these  studies  exemplify  the  importance  of  long  range  (>  3  Å) 
interactions  in  tuning  the  properties  of  metalloproteins,  the  level  of  change  to  the  Em  is 
relatively small  (<250 mV),42,43 and no previous report has shown control of the Em of a single 
cupredoxin across the entire range of native cupredoxin potentials at similar pH values. 
2.1.4 Searching for the missing links in redox tuning of cupredoxins 
As previously mentioned,  the axial  ligand  in cupredoxins has a dramatic effect on  the 
redox potential of  the protein. As  such,  this  residue  (Met121  in Az) has been mutated  to  all 
other available proteinogenic amino acids in an effort to elucidate the role of this residue in Az 
and  other  cupredoxins.44‐49  In  order  to  negate  secondary  structural  effects,  unnatural, 
isostructural analogues of Met were  incorporated  into Az by expressed protein  ligation, and a 
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linear  correlation was  seen  between  the  hydrophobicity  of  the  side  chain  of  the  residue  at 
position 121 and the Em, with more hydrophilic residues resulting in lower Em and vice versa.40,41 
While this axial ligand clearly has a dramatic effect on the redox properties of cupredoxins, most 
cupredoxins  have  a  Met  residue  at  this  specific  position.  The  major  exception  to  this  is 
stellacyanin, which has a more hydrophilic Gln at this position and a corresponding lower redox 
potential.50,51 Given that this axial ligand is the same in most cupredoxins, but the Em of this class 
of proteins still varies across such a broad range, other factors must be affecting the Em of these 
proteins. 
 
 
Figure 2.2. Plot of the variation in the Em of Az upon mutation of the axial ligand (Met121). The 
previously highest and lowest reported Em values for a cupredoxin variant are shown as a purple 
and orange dashed line respectively. 
 
Inspection of  several cupredoxin  structures against  that of Rcy  revealed a Ser  residue 
(Ser86 in Rcy) at a position corresponding to a highly conserved Asn in other cupredoxins.45,52‐56 
This Asn residue is ~5.5 Å away from the copper in Az, but forms hydrogen bonds between two 
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of the ligand containing loops. Mutating Ser86 in Rcy to Asn lowered the Em by 77 mV,56 and this 
residue  has  been  proposed  to  raise  the  Cu  Em  by  strengthening  the  hydrogen  bonding 
interactions between two ligand‐containing loops. Adding rigidity to these loops and influencing 
the direct hydrogen bonds between  the backbone of protein  and  the  thiolate of Cys112 will 
affect  the  relative electron density on  the  thiolate  ligand  and determine  its  ability  to  form  a 
bond with the copper.53,54,56,57  
Another  examination  of  cupredoxin  crystal  structures  reveals  the  presence  of  a 
backbone  carbonyl oxygen,  from Gly45, near  the  copper  ion  in Az, which  is missing  in other 
cupredoxins, such as Rcy.4,5,18 This ionic  interaction in Az is proposed to result in more electron 
density near the copper, preferentially stabilizing the Cu(II) form of the protein and, therefore, 
lowering the Em.5,14,17,20,58 We thus reasoned that manipulating the electronic properties of the 
carbonyl  oxygen  in  Az may  enable  us  to  close  the  gap  between  the  high  and  low  potential 
cupredoxins. In order to do this, we chose to add a hydrogen bond donor on the adjacent loop 
of Az  to  form  a  hydrogen  bond with Gly45  and  either  lengthen  the  Cu‐OGly45  distance,  or  to 
withdraw sufficient electron density from the carbonyl oxygen as to  lessen  its stabilizing effect 
on  the  Cu(II)  state.  Hydrogen  bonding  to  this  carbonyl  oxygen  is  also  seen  in  nature  in  the 
protein  ceruloplasmin,  a  large  and  complex multi‐copper  oxidase  that  natively  has  an  Em  of 
around 1 V and is responsible for cycling iron between the +2 and +3 states in mammals. In this 
protein, an Asn residue on an adjacent loop hydrogen bonds to the equivalent carbonyl oxygen 
likely aiding in raising the Em of the copper site.59‐61 
In  order  to  lower  the  Em  of  Az,  we  again  looked  to  nature  and  found  that  certain 
cupredoxins that natively have lower Em compared to the rest of the family have a conserved Pro 
residue  two  residues  after  the  copper  ligating  Cys  residue.62,63  The  backbone  amide  in  the 
equivalent residue in Az hydrogen bonds to the thiolate of Cys 112,16 and making this residue a 
 25 
 
Pro converts this secondary amide to a tertiary amide, which  is  incapable of being a hydrogen 
bond  donor. Deleting  this  hydrogen  bond  to  the  thiolate  gives  Cys112 more  conformational 
freedom, and  it allows for the electron density that was previously tied up  in a hydrogen bond 
to  contribute  to  the  Cu‐SCys  interaction.62  The  corresponding mutation  to  a  Pro  had,  in  fact, 
already been published in Az, and the authors saw a decrease in Em as expected.62  
2.1.5 Goals   
With  its moderate Em of 265  19 mV at pH 7.0, Az  is an  ideal system  to  test  rational 
tuning  of  cupredoxin  Em,  since  it  represents  an  intermediate  step  between  the  potential 
extremes. We, therefore, set out to  incorporate these aforementioned  interactions that effect 
hydrogen bonding near the copper binding site in cupredoxins into Az by making the Asn47Ser, 
Phe114Asn and Phe114Pro mutations in Az. The overall goal of this endeavor was to predictably 
control the Em of Az not only over a broad range, but  in relatively small,  incremental steps  like 
what  is  seen  in  nature.  In  the process, we  show  that  two  important  secondary  coordination 
sphere  interactions, hydrophobicity and hydrogen‐bonding, are capable of tuning the Em of Az 
over a 700 mV range, surpassing the highest and lowest Em values reported for any mononuclear 
cupredoxin, without perturbing the metal binding site beyond what is typical for the cupredoxin 
family  of  proteins.  We  also  demonstrate  that  the  effects  of  individual  structural  features 
examined here are additive, as has been also observed  for other variants  in cupredoxins,1,45,64 
and that Em tuning of Az is now predictable across the full range of cupredoxin Em values seen in 
nature.1 Finally, we discuss the exact molecular effects of the mutations made in relation to why 
the Em of the protein is altered and show that the mutations made do not significantly alter the 
most critical kinetic properties of T1 cupredoxins, the ET rate and reorganization energies of the 
copper site. 
2.2 Materials and Methods 
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2.2.1 Protein expression 
Az mutants were constructed, expressed and purified as apo‐protein using a previously 
reported protocol.65,66 Copper was added by slow titration of the apo‐protein with 5 mM CuSO4 
and monitoring  the  increase  in  intensity of  the visible peak around 620 nm. Full  incorporation 
was considered to be the point at which adding more CuSO4 resulted  in no further  increase  in 
the  intensity of  the  ~620 nm  peak.  The  resulting  copper  incorporated proteins were purified 
from free copper ions through a Sephadex G‐25 size exclusion column (PD‐10, GE healthcare). 
2.2.2 Determining Em of protein variants 
Em  values were  recorded  using  a  pyrolytic  graphite  edge  (PGE)  electrode  assembled 
according  to  literature  procedures67  with  a  CH  Instruments  model  620A  Electrochemical 
Analyser potentiostat at a scan rate of 0.25 V s1 versus an Ag/AgCl reference. No dependence of 
the  peak  position  on  scan  rate was  observed  for  any  of  the  proteins.  Cyclic  voltammetry  of 
mutants containing both Asn47Ser and Phe114Asn, which were observed to be unstable on the 
PGE electrode, were collected on a  less destabilizing glassy pyrolytic graphite electrode. After 
polishing  of  the  electrodes with  alumina  on  a  nylon  polishing  pad  and  sonication  to  remove 
excess  alumina,  2 μl  of  2 mM  protein  solution  were  added  to  the  graphite  electrode. 
Alternatively, a 200 μM solution of the proteins containing both N47S and F114N were used due 
to  the  aforementioned  lower  stability  of  these  proteins.  Incubation  of  the  protein  on  the 
electrode  for  3 min  at  4°C  was  sufficient  to  absorb  enough  protein  for  a  single  cyclic 
voltammetry  run.  The  electrodes were  then  immersed  in  buffer  containing  50 mM  NH4OAc, 
40 mM  MOPS,  40 mM  MES,  40 mM  Tris,  40 mM  CAPS  and  100 mM  NaCl.  Potentials  were 
corrected to NHE by adding 210 mV to the observed potentials. Spectra were baseline corrected 
with the SOAS software package. 
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2.2.3 Calculation of the log P of residue side chains 
The hydrophobicity of the side chains of the residues at position 121  in Az and the Az 
variants were calculated as the log of the partition coefficient between octanol and water, or log 
P, as previously reported.40,68‐70  
2.2.4 Electronic absorption and EPR spectroscopy 
Ultraviolet–visible  absorption  spectra  were  obtained  on  a  Varian  Cary  5000 
spectrometer at 10°C and pH 6.0. Extinction coefficients were calculated by quantifying sulphur 
and  copper  from  the  purified  protein  via  inductively  coupled  plasma  optical  emission 
spectrometry. X‐band EPR spectra were collected at 30 K as a glass in 50% glycerol on a Varian 
122  spectrometer  with  an  Air  Products  Helitran  cryostat.  EPR  g‐values  were  calculated  by 
simulating the spectra with SIMPOW6.71,72 
2.2.5 NMR spectroscopy 
NMR samples of reduced Az variants were prepared according to a previously described 
method  in  buffered  D2O  solution.43  Owing  to  the  much  lowered  Em  of  F114P/M121Q  Az, 
dithionite was used as a reductant rather than ascorbic acid. Spectra were obtained on a Varian 
Unity 500 spectrometer. 
2.2.6 Crystallization of Az variants 
Each protein was crystallized at pH 6.0 by hanging drop vapor diffusion. A 2 µl portion of 
2 mM protein solution was mixed with 2 µl of well buffer solution consisting of 80 mM sodium 
acetate, 0.24 M calcium chloride, 0.24 M  lithium nitrate. Various masses and concentrations of 
polyethylene  glycol  (PEG)  were  screened  for  crystal  formation.  The  highest  quality  crystals 
formed in 25% PEG 8000 and PEG 4000. 
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2.3 Results 
  2.3.1 Observe Em values of constructed Az mutants 
  Table  2.1  shows  the  observed  Em  values  in  increasing  order  of  Em  for  the  series  of 
mutants  studied here. Representative CV are  shown  in Figure 2.3. Do  to  the  large number of 
variants  in  this  study,  only  CV  of  the  most  perturbed  variants,  Phe114Pro/Met121Gln  and 
Asn47Ser/Phe114Ser/Met121Leu are shown at the pH extremes used for this study and pH 7.0. 
As can be  seen,  the Phe114Pro and Met121Gln mutations both  result  in  lower Em, consistent 
with  previous  literature.51,62 When  combined,  the  individual  effects  of  these mutations  add 
together  to  further  lower  the  Em  of  the  protein.  Conversely,  Asn47Ser,  Phe114Asn  and 
Met121Leu  all  individually  raise  the  Em  of  Az  and,  likewise,  the  individual  effects  of  these 
mutations  to  the Em of Az add  together when combined. The Em  for certain variants was also 
collected at multiple pH values in order to show the pH effect characteristic of most cupredoxins 
as well.45,73 
 
Table 2.1. Observed Em values of the various Az mutants from this study. 
Azurin Mutant  pH where CV was 
collected 
Reduction Potential 
(mV vs. NHE) 
F114P/M121Q  9.0  ‐2 13 
F114P/M121Q  7.0  90 8 
F114P  7.0  171 7 
M121Q  7.0  190 4 
F114N/M121Q  7.0  209 6 
N47S/M121Q  7.0  244 9 
F114P/M121L  7.0  251 5 
WT  7.0  265 19 
N47S/F114N/M121Q  7.0  277 2 
M121L  7.0  358 4 
F114N  7.0  394 4 
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Table 2.1 cont’d. Observed Em values of the various Az mutants from this study. 
Azurin Mutant  pH where CV was 
collected 
Reduction Potential 
(mV vs. NHE) 
N47S  7.0  396 25 
N47S/F114N  7.0  494 11 
F114N/M121L  7.0  551 11 
N47S/M121L  4.0  564 6 
N47S/F114N/M121L  7.0  640 1 
N47S/F114N/M121L  6.0  668 1 
N47S/F114N/M121L  4.0  706 3 
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Figure 2.3. Representative CV of A) Asn47Ser/Phe114Asn/Met121Leu at pH 4.0 and B) pH 7.0. C) 
CV of Phe114Pro/Met121Gln at pH 9.0 and D) pH 7.0. In all panels, potential values are shown 
vs. a Ag/AgCl reference as opposed to SHE, so values seen here are about 0.2 V below the values 
quoted in Table 2.1 and in the text. 
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Figure  2.4.  Plots  of  the  Em  values  vs.  pH  for  A)  the Met121X  series  of  Az  variants,  B)  the 
Phe114Pro/Met121X series, C) the Asn47Ser/Met121X series, D) the Phe114Asn/Met121X series 
and E)  the Asn47Ser/Phe114Asn/Met121X  series where X  is either Met,  Leu or Gln. Wt Az  is 
included on each plot for reference. 
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Em values were also collected across the entire pH range from pH 4 to pH 9 in order to 
compare  the effect of pH on  the Em values of each variant across  this broad range. Figure 2.4 
shows the results of this study. In nearly all cases, the variants behave very similarly to WT Az. 
The  only  exceptions  are  the  variants  containing  Phe114Pro,  where  Phe114Pro  and 
Phe114Pro/Met121Gln are slightly more sensitive to pH changes. 
2.3.2 Spectroscopic features of Az variants  
The visible  region of each mutant  is  shown versus extinction coefficient  in Figure 2.5. 
The EPR of the mutant with the highest redox potential  (Asn47Ser/Phe114Asn/Met121Leu Az) 
and that of the  lowest redox potential mutant (Phe114Pro/Met121Gln Az) are shown  in Figure 
2.6 and simulated parameters are shown  in Table 2.2.  In the case of the EPR, the variants are 
clearly distorted from WT somewhat, but all spectra are easily defined by a single species and 
EPR parameters are well within what is typical for cupredoxin proteins. 
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Figure 2.5. UV‐visible spectra of the A) M121X, B) Phe114Pro/Met121X, C) Asn47Ser/Met121X, 
D) Phe114Asn/Met121X and E) Asn47Ser/Phe114Asn/Met121X Az series. WT Az  is shown  in all 
panels as a reference. 
A 
E 
DC 
B 
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Figure  2.6  EPR  of  WT  and  Phe114Pro/Met121Gln  Az  at  pH  7.0  and  WT  and  Asn47Ser/ 
Phe114Asn/Met121Leu Az at pH 6.0. 
 
The similarities in the visible spectroscopy, i.e. the dominance of the LMCT band around 
600 nm and the general axial nature of the EPR spectra of each Az mutant, show that the core 
structure of  the copper binding site of  the protein  is not significantly perturbed by any of  the 
mutations made beyond what  is typical for Az or other cupredoxin proteins.14,15 Moreover, the 
molar absorptivities of the ~600 nm band for all of these mutants fall within the normal range 
associated with T1 copper sites (ε ~ 3000‐6000 M‐1cm‐1) and  indicate that the absorbances are 
still due to LMCT as opposed to characteristically weaker δ to δ transitions.14,15 
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Table 2.2. Simulated EPR spectral parameters for the Az variants at the Em extremes. 
Az Variant  gx 
(hyperfine 
splitting, G) 
Δ from 
WT 
gy 
(hyperfine 
splitting, G) 
Δ from 
WT 
gz 
(hyperfine 
splitting, 
G) 
Δ from 
WT 
WT pH 6.0  2.029(8)  ‐ 2.054(8) ‐ 2.258(54)  ‐
WT pH 7.0  2.028(9)  ‐ 2.055(9) ‐ 2.262(50)  ‐
N47S/F114N/M121L 
pH 6.0 
2.024(11)  0.005(3) 2.062(11) 0.008(3) 2.287(44)  0.029(10)
F114P/M121Q 
pH 7.0 
2.031(6)  0.003(3) 2.047(6) 0.008(3) 2.258(46)  0.004(4)
  
2.3.3 Molecular structures of crystallized Az variants 
  The  Az  variants  that  we  were  able  to  crystallize  were  crystallized  under  similar 
conditions  and  structures  solved  to  resolutions  between  1.8  and  2.6 Å.  Such  resolutions  are 
considered  to  be  good  resolutions  for  protein  crystallography  and  are  very  similar  to  other 
reported structures of Az. Table 2.3 shows the refinement statistics for previously unreported Az 
variants and Table 2.4 shows a comparison of key bond  lengths  in WT Az, WT Rcy and  the Az 
variants reported here. 
 
Table 2.3. Crystallographic and refinement parameters for newly reported Az variants. 
Crystal Data  F114P/M121Q Az 
N47S/M121L Az
Tetragonal 
form 
N47S/M121L Az 
Orthorhombic 
form 
N47S/F114N 
Az 
PDB code         
Space Group  P1  P43212  P212121  P21 
Unit Cell 
a (Å) 
b (Å) 
c (Å) 
α (o) 
β (o) 
γ (o) 
 
44.225 
49.587 
60.512 
100.393 
103.419 
104.314 
 
49.662 
49.662 
105.104 
90.00 
90.00 
90.00 
 
49.266 
49.679 
105.137 
90.00 
90.00 
90.00 
 
49.739 
63.789 
85.152 
90.00 
91.121 
90.00 
Data collection 
statistics         
Wavelength (Å)  1.1  1.1  1.1  1.1 
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Table 2.3 cont’d. Crystallographic and refinement parameters for newly reported Az variants. 
Crystal Data  F114P/M121Q Az 
N47S/M121L Az
Tetragonal 
form 
N47S/M121L Az 
Orthorhombic 
form 
N47S/F114N 
Az 
Resolution (Å)  2.00 (2.07 – 2.00) 
2.60 (2.69 – 
2.60) 
2.10 (2.18 – 
2.10) 
1.80 (1.86 – 
1.80) 
Total number of 
reflections  111,618  98,273  148,850  344,572 
Number of unique 
reflections  29.479  4,425  15,476  48,046 
R‐merge  0.065 (0.397)  0.098 (0.536)  0.095 (0.546)  0.077 (0.381) 
Redundancy  3.8 (2.8)  22.2 (12.9)  9.6 (3.1)  7.8 (4.9)  
Completeness (%)  91.3(65.1)  99.5 (99.1)  98.0 (85.0)  97.3 (81.6) 
Refinement 
statistics         
Resolution (Å)  10.0 – 2.35  10.0 – 2.60  10.0 – 2.10  10.0 – 1.80 
R‐all (%)  24.82  23.84  22.58  22.66 
R‐work (%)  24.63  23.81  22.35  22.48 
R‐free (%)  28.85  26.61  28.84  28.56 
R‐free test (%)  5  5  5  5 
RMS Bond lengths 
(Å)  0.006  0.004  0.005  0.005 
RMS Bond angles 
(°)  1.662  1.560  1.626  1.824 
Metal Ion  4 Cu+2  1 Cu+2  2 Cu+2  4 Cu+2 
 
Table 2.4. Relevant crystallographic distances in the Az variants compared to WT Az and WT Rcy. 
Values  that  are  outside  the  standard  deviation  as  calculated  by  the  empirical  methods 
presented by Freeman are highlighted in red.74 
Az Variant (PDB code)  Atoms  Distance (Å)  Δ from WT Az 
WT Az (4AZU)16 
SCys112 ‐ Cu  2.24  ‐ 
NδHis117 ‐ Cu  2.01  ‐ 
NδHis46 ‐ Cu  2.08  ‐ 
SMet121 ‐ Cu  3.15  ‐ 
OGly45 ‐ Cu  2.97  ‐ 
NAsn47 – SCys112 3.57  ‐ 
NPhe114 – SCys112 3.52  ‐ 
OγAsn47 – NThr113 3.24  ‐ 
NδAsn47 ‐ OγThr113 2.93  ‐ 
WT Rcy (1RCY)75 
SCys138 ‐ Cu  2.26  +0.02 
NδHis143 ‐ Cu  1.89  ‐0.12 
NδHis85 ‐ Cu  2.04  ‐0.04 
SMet148 ‐ Cu  2.88  ‐0.27 
OGly84 ‐ Cu  5.85  +2.88 
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Table 2.4 cont’d. Relevant crystallographic distances in the Az variants compared to WT Az and 
WT Rcy. Values that are outside the standard deviation as calculated by the empirical methods 
presented by Freeman are highlighted in red.74 
Az Variant (PDB code)  Atoms  Distance (Å)  Δ from WT Az 
  NSer86 – SCys138 3.43  ‐0.14 
WT Rcy (1RCY)75  NIle140 – SCys138 3.47  ‐0.05 OγSer86 – NGln139  2.88  ‐ 
N47S/M121L Az (3JT2)1 
SCys112 – Cu  1.96  ‐0.28 
NδHis117 – Cu 1.99  ‐0.02 
NδHis46 – Cu  1.97  ‐0.11 
OGly45 – Cu  2.31  ‐0.66 
NSer47 – SCys112 3.75  +0.18 
NPhe114 – SCys112 3.48  ‐0.04 
OγSer47 – SCys112 4.27  ‐ 
OγSer47 –NThr113  3.46  ‐ 
OγSer47 – OγThr113 3.72  ‐ 
N47S/F114N Az (3JTB)1 
SCys112 – Cu  2.23  ‐0.01 
NδHis117 – Cu  2.26  +0.25 
NδHis46 – Cu  2.06  ‐0.02 
SMet121 – Cu  3.18  +0.03 
OGly45 – Cu  2.79  ‐0.20 
NδAsn114 – OGly45 3.67  +0.10 
NSer47 – SCys112 3.51  ‐0.01 
NAsn114 – SCys112 3.47  ‐0.05 
OγSer47 – SCys112 4.08  ‐ 
OγSer47 –NThr113  3.49  ‐ 
OγSer47 – OγThr113 3.57  ‐ 
F114P/M121Q Az 
(3IN0)1 
SCys112 – Cu  1.95  ‐0.29 
NδHis117 – Cu  1.95  ‐0.06 
NδHis46 – Cu  1.95  ‐0.13 
NεGln121 – Cu  2.15  ‐ 
OGly45 – Cu  3.56  +0.59 
NAsn47 – SCys112 3.56  ‐0.01 
NPro114 – SCys112 4.44  +0.92 
NIle140 – SCys138 3.47  ‐0.05 
OγSer86 – NGln139  2.88  ‐ 
SCys112 – Cu  1.96  ‐0.28 
NδHis117 – Cu 1.99  ‐0.02 
 
As is seen in Table 2.4, there are several significant changes to atom to atom distances 
between the Az variants and the structure of WT Az. In Asn47Ser/Met121Leu Az, the Cu‐SCys112 
 37 
 
and the Cu‐OGly45 distances are shorter than in WT. The Asn47Ser/Phe114Asn structure shows a 
significant  lengthening of the Cu‐NHis117 bond and a shortening of the Cu‐OGly45  interaction. The 
Phe114Pro/Met121Gln  structure  shows  a  significantly  lengthened  Cu‐OGly45  distance  and  the 
expected  lengthening of the backbone NPro114‐SCys112 distance resulting from the deletion of the 
hydrogen bond between these two atoms. 
2.3.4 S‐edge, resonance Raman and MCD studies of Az variants 
Low  temperature  (LT)  UV‐vis,  S‐edge,  resonance  Raman  (RR)  and  magnetic  circular 
dichroism  (MCD)  spectra on  selected Az  variants were  collected by Ryan G. Hadt at  Stanford 
University under the supervision of Prof. Edward  I. Solomon. The LT UV‐vis and MCD data are 
shown in Figure 2.7. The data shows that the Phe114Asn mutation has little effect on the copper 
site, whereas Asn47Ser  shows an  increase  in  the apparent extinction  coefficient of  the  LMCT 
absorbance. This is opposite to what was seen when calculated by ICP, but MCD is a much more 
accurate way  to  collect  extinction  coefficients.  The MCD  spectrum  of  Phe114Pro  also  shows 
significant deviation from WT Az. 
Figures 2.8 and 2.9 show the RR and S‐edge spectra of WT and the Az variants. The RR 
shows the vibrational frequency of the Cu‐S interaction, which can be related to strength of the 
bond  between  the  Cu  and  the  S.15  In  S‐edge,  the  position  of  the  edge  absorbance  gives  the 
energy  required  to excite a core electron beyond  the valence shell of  the S atom, and can be 
related to the effective charge of the atom. Altering the covalency of the Cu‐S bond will change 
the  effective  charge  on  the  S  atom,  manifesting  in  a  change  in  the  X‐ray  absorbance.15,76 
Changing  the  strength  of  the  hydrogen  bonds  to  the  S  atom will,  presumably,  also  alter  the 
effective charge on  the S atom and,  in  turn,  the position of  the X‐ray absorption. As with  the 
MCD, Phe114Asn has little effect on the Cu‐SCys112 stretching frequency as measured by RR, and 
only a modest 5 % decrease  in  the covalency of  the Cu‐SCys112 bond was seen  for  this variant. 
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Asn47Ser and Phe114Pro, however, both affect the Cu‐SCys112 stretching frequency a significant 
amount and alter the measured covalency of this bond by > 10 %. 
 
 
Figure  2.7.  Low  temperature  UV‐vis  and MCD  of  A) WT,  B)  Phe114Pro,  C)  Asn47Ser  and  D) 
Phe114Asn Az. 
A  B
C  D
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Figure 2.8. RR spectra of Az single mutants from this study. 
 
Figure 2.9. S‐edge spectra of Az single mutants from this study. 
Table 2.5. Tabulated RR and S‐edge data and calculated Cu‐S bond covalency. 
Az Variant  Cu‐SCys112 Stretching 
Frequency (cm‐1) 
Pre‐edge Energy (eV)  Calculated Covalency 
of Cu‐SCys112 Bond (%) 
WT  407  2469.07  45.4 
F114P  413  2468.91  58.0 
N47S  402  2469.11  33.4 
F114N  407  2469.05  40.2 
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2.3.5 Calculation of ET rates and reorganization energies in Az variants 
ET  rates were measured  for  the  variants  at  the  potential  extremes  from  this  study, 
Phe114Pro  and  Asn47Ser/Phe114Asn/Met121Leu  by  Ole  Farver  and  Israel  Pecht  at  the 
Weizmann Institute of Science (Israel).77‐80 In both cases, the variants have similar values for kET 
with the variants exhibiting slightly faster rates of ET. After factoring in the differences in driving 
force due  to  the altered Em values of  the variants,  it was  seen  that  the  two Az variants have 
similarly low (< 1 eV) reorganization energies (RE) like WT, with Phe114Pro/Met121Gln having a 
slightly  higher RE  than WT  and Asn47Ser/Phe114Asn/Met121Leu  having  a  slightly  lower,  but 
within error, RE. 
 
Table 2.6. Tabulated results from the calculation of the ET rate and RE for Az variants. 
 
 
2.4 Discussion 
  2.4.1 Incrementally increasing the Em of Az by secondary coordination sphere tuning 
As an  initial  investigation of  the effects of altering hydrogen bonding near  the copper 
binding  site  in  Az  as  proposed  in  the  introduction,  we  started  with  the  single  mutants  of 
Asn47Ser, Phe114Asn and Phe114Pro Az and then began building various combinations of these 
mutations and a series of Met121 variants. In the case of Asn47Ser, the mutation resulted  in a 
130 mV  increase  in Em,  from 265  19 mV  to 396  25 mV at pH 7.0.  Since  the axial  ligand, 
Met121, and the Asn47Ser mutation  influence different aspects of the copper binding site, we 
 
Mutant 
 
kET (s−1) 
at 298 K 
ΔH≠ 
kJ mol−1 
ΔS≠ 
J K−1 mol−1 
Reorganization 
energy (eV) 
N47S/F114N/M121L  78  41.7 ± 5.9  ‐71 ± 8  0.66 
F114P/M121Q  81  36.6 ± 7.5  ‐86 ± 14  0.97 
WT Az  44   47.5 ± 2.2  ‐56.5 ± 3.5  0.71 
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reasoned that their individual effects of these mutations on Em would be additive. Consequently, 
we  constructed  both  Asn47Ser/Met121Gln  and  Asn47Ser/Met121Leu  Az.  The  linear 
dependence  of  the  Em  on  the  hydrophobicity  of  the  axial  residue,  previously  identified  in 
cupredoxins,40,41 was still observed, with the Asn47Ser mutation exerting similar effects on their 
Em  (Figure 2.10),  suggesting  that  the  two  influences are,  in  fact, additive. Due  to  this additive 
nature,  the  highest  Em  of  this  series  of  Az  mutants,  seen  in  Asn47Ser/Met121Leu  Az,  was 
observed to be 496  13 mV at pH 7.0.  
 
 
Figure 2.10. Plot showing the combined effects of mutations to Az. 
 
Despite Asn47Ser/Met121Leu Az having the highest Em of any known Az variant,  its Em 
still  falls  short  of  that  of  Rcy.  Therefore,  other  factors  that  tune  the  cupredoxins  Em  to  high 
values must still be missing. We therefore, set out to disrupt the ionic interaction between the 
copper  in Az  and  the  strong negative dipole of  the backbone  carbonyl oxygen of Gly45,  and 
interaction  that  has  been  proposed  to  be  important  for  lowering  the  Em  of  Az.5,17  Since  the 
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carbonyl oxygen  itself cannot be changed by  site‐directed mutagenesis, altering  its properties 
represents  a  new  challenge  for  protein  design  and  engineering.  To meet  this  challenge, we 
searched  for  residues  in Az  that  could  affect  the  carbonyl  through  either  steric  repulsion  or 
hydrogen bonding. Phe114 was chosen as a suitable candidate because of its proximity to Gly45 
and  since  its  side  chain  points  toward  the  carbonyl.  To  observe  the  effect  of  introducing  a 
hydrogen bonding group at position 114 in Az, Phe114Asn Az was constructed and  an Em of 398 
 4 mV at pH 7.0 was measured for this variant; much higher than WT.  
Since  both  the  Asn47Ser  and  Phe114Asn  mutations  were  again  believed  to  work 
individually in conjunction with changes in the axial ligand, they were combined by constructing 
the Asn47Ser/Phe114Asn variant of Az. The Em of N47S/F114N Az was observed to be 494  11 
mV at pH 7.0  (Figure 2.10). Combining the axial Met mutations with Asn47Ser and Phe114Asn 
also  yielded  a  linear  dependence  of  Em  on  axial  ligand  hydrophobicity,  resulting  in  a  Em  for 
Asn47Ser/Phe114Asn/Met121Leu Az of 640  1 mV at pH 7.0 (Figure 2.10). The Em of Rcy at the 
same pH is reported to be 550 mV.81 Its axial ligand variant, Met148Leu Rcy exhibits a Em of 613 
mV  vs.  NHE  at  pH  6.2,82  which  may  be  directly  compared  to  668    1  mV  at  pH  6.0  for 
Asn47Ser/Phe114Asn/Met121Leu Az. Therefore, Asn47Ser/Phe114Asn/Met121Leu Az has an Em 
exceeding  that  of  any  known  Rcy  variant  when  compared  at  the  same  pH.  Following  the 
observed trend of increasing Em with decreasing pH, a maximum Em of 706  3 mV was observed 
for Asn47Ser/Phe114Asn/Met121Leu Az at pH 4.0. 
Having  achieved  predictable  tuning  of  the  Em  of  Az  to  the  high  end  of  cupredoxin 
potentials, we also wanted  to  tune  its Em  to  the  low end.  It  is known  that  replacing  the axial 
ligand Met121 with Gln, the axial ligand found in low potential stellacyanin, lowers the Em of Az 
to ~190 mV.51 Another report showed that mutation of Phe114  in Az to a Pro residue causes a 
reorganization  of  the  hydrogen  bonding  network  near  the  copper  binding  site  of  Az, which 
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lowers  the Em by ~90 mV.62 This decrease  is due  to  the deletion of a direct hydrogen bond  to 
Cys112, which  increases  the  electron density on  the  sulfur  ligand,  thereby  lowering  the  Em.62 
Hence,  we  constructed  Phe114Pro,  Phe114Pro/Met121Gln  and  Phe114Pro/Met121Leu  Az, 
demonstrating  that  the  effect  of  Phe114Pro  is  also  additive  with  that  of  the  axial  ligand 
hydrophobicity  (Figure  2.10). With  an  Em  of  90  ±  8 mV  at  pH  7.0,  Phe114Pro/Met121Gln Az 
boasts  the  lowest Em  reported  for all mononuclear cupredoxins and  their variants.83 Following 
the same pH trend observed for the Asn47Ser/Phe114Asn/Met121Leu Az variant, a minimum Em 
value of  ‐2  13 mV was observed at pH 9.0.  
2.4.2 Changes to the visible and EPR spectra of the Az variants 
While  the dominant  features of  the spectroscopy of each mutant  indicate  that  the T1 
site  is maintained,14,15  there are subtle changes  in  the visible and EPR spectra upon mutation. 
The most noteworthy changes to the visible spectra are the slight shifts  in the λmax of the 600‐
650 nm band,  the  increased absorbance at ~450 nm  in all proteins containing  the Met121Gln 
mutation,  the  increased  absorbance  in  the 700‐1000 nm  range of  all proteins  containing  the 
Phe114Pro mutation and an  increase  in absorbance at ~400 nm  in several of the highest Em Az 
variants. The shifts observed in the λmax of the 600‐650 nm peak is characteristic of the change 
of the axial copper ligand in cupredoxins and has been well documented in many studies.40,41,44‐
49 The observed trends in the shift of this peak upon mutation of Met121 are consistent with this 
previous literature.2,4‐7,19,40,41 
  The  increased  absorbance  around  450  nm  in mutants  containing Met121Gln  is  also 
consistent with  previous  literature.  The  proteins  containing Met121Gln  are  also  visibly more 
green‐blue than the deep blue of WT Az. Slight perturbation of the copper site geometry is the 
cause of  this  increased green color. The Gln  residue at position 121  in Az has been  shown  to 
distort  the  copper  binding  geometry  slightly  by  pulling  the  copper  out  of  the  trigonal  plane 
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formed by Cys112, His46 and His117. This distortion of the copper binding site also results in a 
rhombic  EPR  signal  in Met121Gln  Az,  rather  than  the  characteristic  axial  EPR  signal  of most 
cupredoxins.51 
  The  increased  absorbance  at  >  700  nm  in  the  variants  containing  the  Phe114Pro 
mutation  is  due  to  increased  copper  δδ  transitions,  which  is  often  seen  in  native 
cupredoxins.6,14,15 This increased absorbance at > 700 nm is also consistent with what has been 
previously reported for Phe114Pro Az.62 As with the spectral changes caused by the Met121Gln 
mutation,  the  perturbations  here  suggest  a  slight  rearrangement  of  the  copper  site.  DFT 
calculations have shown  that  the  relative geometry of  the  thiolate of Cys112,  the copper and 
the  thioether  of Met121  greatly  effects  the  intensity  of  these  δδ  transitions.15  The  crystal 
structure of both Phe114Pro Az62 and Phe114Pro/Met121Gln Az also show a significant shift  in 
the position of Cys112 relative to WT Az. It is, therefore, not surprising that the intensity of the 
δδ transitions are affected in these variants.  
  Another  indication of a slightly perturbed copper binding site, relative to WT Az,  is the 
increased absorbance at  just above 400 nm. The Asn47Ser/Phe114Asn/Met121Leu Az variant 
shows the most pronounced change in absorbance in this region relative to the other mutants. 
Absorbance in this region is due to a S(σ) type LMCT, which is the dominant absorbance band in 
T2, or normal, copper complexes and cupredoxins.6,15 This band  is also more  intense  in certain 
T1 cupredoxins, such as Rcy.54 While the λmax of this absorbance band and the relative intensity 
of  the  ~400  nm  peak  to  the  ~600  nm  peak  in  Asn47Ser/Phe114Asn/Met121Leu  Az  are  not 
identical  to  the  similar  absorbance  in  Rcy,  it  is  conceivable  that  the  changes  in  the  visible 
spectrum of Asn47Ser/Phe114Asn/Met121Leu Az  arise  from  the  fact  that  the  copper binding 
site of Rcy was used as a model for the design of a high Em Az variant. The other possibility that 
may cause the increased absorbance in this region is loss of the solvent exposed His117 ligand, 
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as  this  is also known  to  increase absorbance at ~400 nm  in Az. This would also be consistent 
with  the  observation  of  a  much  longer  Cu‐NHis117  bond  in  the  crystal  structure  of 
Asn47Ser/Phe114Asn.  If His117  is  falling  off,  the  Hisoff  form  is  a minor  product  because  the 
absorptivity of the 400 nm peak in the fully Hisoff form of Az is known to have similar intensity to 
the normal, T1 600 nm peak.  
The  blue  color  of  the  highest  reduction  potential  mutant,  Asn47Ser/Phe114Asn/ 
Met121Leu Az, was also observed  to bleach  if  the pH of  the protein was brought above 6.5, 
suggesting that this protein is not stable above pH 6.5 in the buffer system used for this study. 
This  behavior  actually  somewhat  mimics  the  behavior  of  Rcy  as  well,  which  undergoes 
significant spectral changes at pH > 7.0.84 
 In  all  cases,  the  EPR  of  the  proteins  at  the  Em  extremes,  Phe114Pro  and 
Asn47Ser/Phe114Asn/Met121Leu  Az,  are  similar  to  the  WT  spectrum  under  the  same 
conditions, but with some minor variation. All spectra were easily simulated as a single species, 
and g values and hyperfine splitting values are characteristic of T1 copper sites.6,14,15 The only 
statistically  significant  change  seen  is  in  the  g  value  and  hyperfine  splitting  value  in  the 
Asn47Ser/Phe114Asn/Met121Leu.  This  deviation  from  the  WT  values  likely  indicates  some 
amount of site distortion, and is here attributed to elongation of the Cu‐NHis117 bond, which will 
be discussed later in the discussion of the crystallographic data. 
In the case of Phe114Pro/Met121Gln, we were surprised to see that the EPR is so similar 
to WT Az. It has been shown for both Phe114Pro and Met121Gln that the EPR of these variants 
is  significantly  altered  from WT Az, with  Phe114Pro  showing  larger A||  splitting  values62  and 
Met121Gln exhibiting a distinctly rhombic spectrum.51 Clearly the geometric distortions caused 
by each of  these mutations combine  in  the double mutant protein  to actually  result  in a  less 
distorted copper binding site. One reason for this may be the increased conformational freedom 
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of Cys112 gained with the Phe114Pro mutation, which would allow Cys112 to more easily move 
with the copper that is being pulled from the Cys 2‐His trigonal plane by the stronger Gln ligand. 
2.4.3 ESI‐MS and NMR investigation of ligand binding in the Cu(I) state 
The perturbations that result in the observed changes in Em upon mutation of Az could 
conceivably effect the stability of the protein in the reduced, Cu(I) state, resulting in ligand loss 
or even loss of copper upon reduction. Based on the reversibility of the CV spectra, this scenario 
is  highly  unlikely,  as  ligand  or  copper  loss  would  likely  result  in  an  irreversible  CV  trace. 
Nevertheless,  studies  on  the  relative  stability  of  reduced  Phe114Pro/Met121Gln  Az  and 
Asn47Ser/Phe114Asn/Mer121Leu  Az were  carried  out.  Syringe  pump  ESI‐MS  of  the  reduced 
proteins was first performed to monitor copper binding in the oxidized and reduced states. For 
all mutants,  the mass  of  the major  species  in  the  ESI‐MS  corresponded  to  the  fully  copper 
incorporated protein, with negligible  intensity  at  the mass  corresponding  to  the  apo  species, 
showing that the copper remains bound to the protein in the reduced state (data not shown).  
  In order to monitor ligand binding in the reduced state, 1D H1 NMR was used. The 1D H1 
NMR of wild type Az has been thoroughly assigned in previous literature.43,85‐87 NMR samples of 
reduced WT, Phe114Pro/Met121Gln and Asn47Ser/Phe114Asn/Met121Leu Az were prepared. 
In all cases, the spectra overlay nicely, and the ligand peaks are unperturbed between reduced 
WT Az and the variants. The overlay of the spectra and the ligand peaks in the NMR shows that 
the ligands do not fall off the copper in the reduced state. 
2.4.4 X‐ray crystallography of Az variants 
To  shed  light  on  the  exact  molecular  effects  of  the mutations made  in  this  study, 
Phe114Pro,  Asn47Ser/Met121Leu  and  Asn47Ser/Phe114Asn  were  crystalized  and  X‐ray 
structures  determined.  As  seen  in  the  crystal  structures  of  Asn47Ser/Met121Leu  and 
Asn47Ser/Phe114Asn Az  (Figure 2.1 B, C),  the Asn47Ser mutation  in Az  introduces a hydroxyl 
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group ~4 Å from the sulfur of Cys112 and ~3.5 Å from the backbone amide nitrogen of Thr113, 
reproducing  a  hydrogen  bonding  pattern  similar  to  that  of  native  Rcy  (PDB  code:  1Rcy),18,75 
which  shows  distances  of  ~4  Å,  and  of  ~3  Å,  respectively,  at  the  equivalent  positions.  The 
hydroxyl  to  amide  distance  is  slightly  longer,  however,  in  Az  because  the  hydrogen  bond  is 
shared between  the amide and  the other hydroxyl on Thr113  itself. The equivalent  residue  in 
Rcy is a longer Glu residue, which cannot orient properly to form this second hydrogen bond to 
the Ser residue.18,75 Other than the obvious reorganization of hydrogen bonding  in this area of 
the protein as a result of the Asn47Ser mutation, there  is no other obvious structural effect of 
this mutation that would be expected to alter the Em of Az. We, therefore, were required to rely 
on  S‐edge,  resonance  Raman  (RR)  and magnetic  circular  dichroism  (MCD)  to  determine  how 
Asn47Ser changes the Em of Az. This data will be discussed in the following section. 
To investigate the combined effect of Asn47Ser and Phe114Asn on the structure of Az, a 
crystal structure of the Asn47Ser/Phe114Asn variant was obtained (Figure 2.1 C). The structure 
shows that the Phe114Asn mutation puts a hydrogen bond donor near the backbone carbonyl of 
Gly45, but the distance between donor and acceptor is 3.63 Å and the presumed N‐H∙∙∙O angle is 
92.7°; respectively, slightly longer and slightly smaller than what is typical for hydrogen bonding. 
X‐ray crystallography is, however, not able to distinguish between oxygen and nitrogen atoms in 
a molecule. If the position of the oxygen and nitrogen on the sidechain of Asn114 are reversed, 
the  amide  nitrogen  is  in  position  to  form  a  hydrogen  bond with  the  backbone  carbonyl  of 
Pro115. The most dramatic change seen  in the crystal structure  is a 0.25 Å  lengthening of the 
Cu‐NHis117 bond. The elongation of  this bond  is expected  to  increase  the Em of  the protein,88‐92 
and a more detailed description of the Phe114Asn mutations can be found in Chapter 3 of this 
thesis.  Unfortunately,  we  have  not  yet  been  able  to  obtain  a  crystal  structure  of  the 
Asn47Ser/Phe114Asn/Met121Leu variant. 
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 We also determined  the crystal structure of Phe114Pro/Met121Gln Az  (Figure 2.1 D), 
which shows similar effects to those seen in Phe114Pro Az: a disrupted hydrogen bond between 
Phe114 and Cys112. The disruption of this hydrogen bond causes a reorganization of the copper 
site,  in which Cys112 moves  closer  to  its other hydrogen bonding partner, Asn47, pulling  the 
copper somewhat out of the true trigonal plane seen in WT Az. As previously mentioned, these 
site  distortions  are  also  seen  in  the  visible  spectra  of  Phe114Pro  containing  variants.  The 
changes  seen  to  the  Em  of Az  are  attributed  to  the  combination  of  site  distortion,  increased 
conformational  freedom  of  Cys112  and  increased  electron  density  on  the  ligating  thiolate  of 
Cys112 caused by deletion of this hydrogen bond.62 
2.4.5 LT UV‐vis, S‐edge, RR and MCD studies of Az variants 
While  X‐ray  crystallography  gave  several  insights  into  the  molecular  effect  of  the 
Asn47Ser,  Phe114Asn  and  Phe114Pro  variants  studied  here,  key  questions  still  remained,  in 
particular,  the molecular  effect  of  Asn47Ser  could  not  be  determined  from  crystallography. 
Therefore, LT‐UV‐vis, MCD, S‐edge and RR spectroscopies were brought to bear on the single? 
mutation  variants  of  Az.  In  the  case  of  each  spectroscopic  technique,  it  was  seen  that 
Phe114Asn has  little effect on  the spectroscopic  features of  the copper site and  the Cu‐SCys112 
interaction.  The  molecular  effect  of  Phe114Asn  was,  however,  already  explained  by 
crystallography. 
Unlike  Phe114Asn,  both  Asn47Ser  and  Phe114Pro  have  dramatic  effects  on  the 
spectroscopic features of Az and, in particular, have a strong effect on the Cu‐SCys112 interaction 
itself. In Asn47Ser, the MCD spectrum shows an increase in the intensity of the band at ~600 nm 
while  Phe114Pro  has  significantly  altered MCD  signals  throughout  the  observed  area.  These 
differences  indicate reorganization of the δ orbitals on the copper, which  is most  likely due to 
distortion of the copper site geometry. Such distortion was seen in the Phe114Pro/Met121Leu, 
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but  no  significant  site  distortion  was  seen  in  the  Asn47Ser/Met121Leu  structure.  This  site 
distortion seen in MCD for Asn47Ser is, therefore, either only specific to the single mutant of Az, 
or is, more likely, too subtle to see via crystallography. 
The  RR  and  S‐edge  spectra  of  both  Asn47Ser  and  Phe114Pro  also  show  interesting 
differences  from  the WT  spectra.  For  Phe114Pro,  the  RR  shows  an  increase  in  the  Cu‐SCys112 
stretching  frequency,  suggesting  that  this  bond  has  been  strengthened.  Similarly,  the  S‐edge 
data for this variant shows a > 10 % increase in the relative covalency of the Cu‐SCys112, which is 
likely due to the increased electron density on the sulfur caused by deleting one of the hydrogen 
bonds to this atom. Increasing the strength of the interaction between the copper and the sulfur 
is expected to lower the Em of Az because the increased electron density donated to the copper 
from  the  strongly  σ‐donating  thiolate  will  preferentially  stabilize  the  Cu(II)  state.62  From  a 
molecular  orbital  standpoint,  the  decrease  in  Em  is  also  expected  because  the  orbital  that 
accepts the electron upon reduction in Az is an anti‐bonding orbital. Increasing the covalency of 
the Cu‐SCys112 interaction will increase orbital splitting, pushing the key orbital to higher energy. 
The oxidation state of the protein with fewer electrons will then be relatively more energetically 
stable as compared to the reduced state.6,14,15 
The exact opposite trend  is seen  in the Asn47Ser protein. The RR of Asn47Ser shows a 
decrease in the Cu‐SCys112 vibrational frequency, indicating a weakening of the bond, and the S‐
edge data shows a > 10 % decrease in the relative covalency of this bond. This weakening of the 
Cu‐SCys112  interaction  is the  likely cause of the  increase  in the Em seen  in this variant relative to 
WT Az as stated above. The exact reason for why the Cu‐SCys112 bond is weakened is not known, 
but it is believed that altering the hydrogen bonding network at position 47 in Az has an effect 
on  the  direct  hydrogen  bonds  to  the  thiolate  of  Cys112  from  the  backbone  amide  nitrogen 
atoms of Asn47 and Phe114 in WT Az. Changing Asn47 to a Ser may pull these two loops of the 
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protein closer to one another and strengthen the hydrogen bonds to Cys112.18,54,56 As previously 
mentioned, if this is correct, the effect is too subtle to notice in the crystal structures.  
2.4.6 Calculation of ET rates in Az variants 
Arguably the biggest concern with making mutations to Az  is that the mutations made 
may disrupt the ET efficiency of the protein. The hallmark of T1 cupredoxins and the reason that 
these proteins would be particularly useful as ET agents in various applications is that the RE is 
low, and therefore the rate of long range ET to and from these proteins is very high compared to 
other ET agents. Significantly  raising  the RE will decrease  the efficiency of ET  to and  from  the 
copper site.5 
As such, the rate of ET and the RE for the Az variants on the extremes of Em from this 
study were measured. The data shows that the rates of ET for the variants in this study are very 
comparable to the WT protein the calculated RE values are also similar to WT and below 1 eV, 
showing that even the most perturbed variants constructed here are still highly efficient at ET. 
2.5 Summary 
In  summary, we have predictably  and  rationally  tuned  the  Em of Az  to  the  full  range 
reported  for  native  cupredoxins  and  beyond,  as  well  as many  Em  values  in  between. Most 
importantly, this alteration of the Em did not significantly disrupt the catalytic efficiency of the 
protein. This unprecedented  level of control over an ET protein was achieved by mapping out 
major interactions, an approach that applies to all other redox proteins. Through a combination 
of spectroscopy and crystallography, the exact molecular effects of the three primary mutations, 
Asn47Ser,  Phe114Asn  and  Phe114Pro  can  also  be  explained  and  correlated  to  the  observed 
changes in the Em of the protein upon mutation.  
While  redox agents  for use  in organic  solvents are plentiful, water‐soluble and  stable 
redox agents are rare, with those available displaying a limited Em range. Previously, to cover a 
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wide potential range, different compounds with different surface  interactions or ET properties 
had  to be used.  Since point mutants of  a  given protein have  almost  identical  structures  and 
surface properties, such proteins will find a wide range of applications as redox agents in areas 
from fundamental biochemical and biophysical studies of enzymes, to tailor‐made redox agents 
for artificial photosynthetic centers and fuel cell catalysts for energy conversion.  
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Chapter 3 
Modulating the Copper‐Carbonyl Interaction in the Cupredoxin Azurin through Hydrogen 
Bonding, Steric Repulsion and Loop Strain 
3.1 Introduction 
3.1.1 The importance of a nearby dipole in redox tuning of cupredoxins 
In chapter 2 of  this  thesis,  it was  seen  that  specific  intramolecular  interactions within 
the  cupredoxin  azurin  (Az),  namely  hydrogen  bonding  around  the  ligands  and  the 
hydrophobicity  of  the  copper  binding  site,  can  be  predictably modulated  to  alter  the  redox 
potential (Em) of Az across the entire range of Em values seen in native mononuclear cupredoxin 
proteins.1  Another  interaction  that  has  been  proposed  by  bioinformatics  studies  and  DFT 
calculations to be important in modulating the Em of cupredoxins is a carbonyl oxygen (Gly45 in 
Az)  from  the backbone of  the protein.2‐11  In Az,  this  carbonyl  is  less  than 3 Å away  from  the 
copper  ion  (Figure 3.1).12 While spectroscopic and DFT computations have suggested  that  this 
copper oxygen  interaction  is not a  true  coordination bond,  the  strong negative dipole of  this 
backbone  carbonyl  in  such  close  proximity  to  the  copper  is  believed  to  have  a  significant 
stabilizing effect on the Cu(II) state, thereby lowering the Em of the protein, as has been seen in 
many protein  systems.2,7,13‐18 Testing  these hypotheses experimentally, however,  is difficult as 
backbone carbonyl oxygens cannot be directly changed by standard mutagenesis. Furthermore, 
the positioning of Gly45 in nearly the exact middle of the protein makes it inaccessible to semi‐
synthetic, or other selective chemical methods. 
3.1.2 Comparisons of the carbonyl‐copper interaction in the cupredoxin family   
In  most  known  cupredoxins,  the  folding  of  the  backbone  of  the  protein  places  a 
backbone carbonyl oxygen  in close proximity of the copper. Az and plastocyanin (Pcy), both of 
which have moderate Em values (200‐300 mV vs. NHE), have carbonyl oxygen atoms within 4 Å 
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of  the copper  (Figure 3.1).6,12,19  In contrast,  in  the cupredoxin rusticyanin  (Rcy), which natively 
has  an  Em  about 400 mV higher  than wild  type  (WT) Az,  the  structurally  equivalent  carbonyl 
oxygen  is more  than 5 Å away  from  the copper  (Figure 3.1).3,6 Attributing  the 400 mV Em gap 
between Az  and  Rcy  simply  to  this  change  in  the  position  of  an  oxygen  atom  though  is  not 
feasible as the rest of the protein sequence in Az and Rcy are very different from one another, 
making direct comparison between the two proteins impossible. 
 
 
Figure 3.1. Structural overlay of the wild type structures of Az (PDB code: 4AZU)12 and Rcy (PDB 
code: 1RCY).3 The backbone and carbon atoms of Az are shown in cyan whereas those of Rcy are 
shown  in  light  red.  The  copper  atoms  of  the  two  proteins  are  overlaid  and  colored  green. 
Nitrogen atoms are shown in blue, oxygen atoms in red and sulfur atoms in yellow. The atom‐to‐
atom distance between the copper atom and the carbonyl oxygen of interest from both proteins 
is also denoted by a dashed line. 
 
2.84 Å
5.82 Å 
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Some studies have been devoted to  investigating the carbonyl oxygen  in Rcy.  In Rcy, a 
“gatekeeper” residue, Ile140 sits in between the copper and this carbonyl oxygen and has been 
proposed to be crucial for maintaining the high Em of this protein by desolvating the copper site 
and  blocking  the  copper  from  interacting  with  the  negative  dipole  of  the  nearby  carbonyl 
oxygen.3‐5,20 Direct experimental evidence of the importance of this residue is, however, lacking. 
3.1.3 DFT calculations on the effect of the carbonyl‐copper interaction in cupredoxins 
Given  the  inherent  challenges  in  altering  or  influencing  the  position  of  a  backbone 
carbonyl atom  in a protein experimentally, other studies have utilized computational methods 
to address  the extent of  the  interaction between  the copper  in cupredoxins and  this carbonyl 
oxygen. These studies have shown  that, even  in cupredoxins  that have a short  (< 4 Å) copper 
carbonyl distance, the copper oxygen  interaction has effectively no covalent character, but  is a 
strong  ionic  interaction. Studies have also  shown  that changing  the atom‐to‐atom distance of 
this  ionic  interaction should have a measurable effect on the relative stability of the oxidation 
states of the copper.2,7,15 
3.1.4 Goals 
As  modifying  a  backbone  carbonyl  is  not  possible  through  simple  site  directed 
mutagenesis,  studying  the  role  of  a  backbone  carbonyl  in  a  metalloenzyme  represents  a 
daunting  challenge  in  protein  engineering.  To  further  complicate  matters,  Gly45  is 
approximately  in  the middle  of  Az making  techniques  like  incorporation  of  unnatural  amino 
acids via expressed protein  ligation  impractical. We, therefore, set out to find alternative ways 
to answer the question of the role of this carbonyl‐copper ionic interaction in the cupredoxin Az. 
In one attempt, Pro  residues were  introduced  into  the  loop of Az containing Gly 45  to  induce 
torsional  strain  and  rotate  the  carbonyl  away  from  the  copper.  Initial  molecular  dynamics 
(MD)21‐23 studies also showed that the variants Phe114Asp, Phe114Asn, and Phe114Ser have the 
 65 
 
potential to hydrogen bond directly to the backbone carbonyl of Gly45, whereas Phe114Ile will 
sterically  interfere with Gly45 due  to  interference between  the methyl group protruding  from 
the β‐carbon of Ile and the carbonyl oxygen.  In order to make room for the carbonyl to rotate 
away from the copper, MD simulations also showed that a second mutation, Leu86Ala, would be 
required  to  remove  steric  bulk  from  one  side  of  the  carbonyl  oxygen.  Figure  3.2  shows  the 
positions of the residues in Az mutated in this study relative to the copper site and the carbonyl 
oxygen of interest. We found that introduction of Pro residues near Gly45 and mutation of the 
spatially nearby residue Phe114 in Az to hydrogen bond donating residues, or sterically bulky Ile, 
has  a  profound  effect  on  the  relative  positioning  of  the  carbonyl  and  the  copper,  but  that 
hydrogen  bond  donors  have  a  much  more  dramatic  effect  on  Em  as  compared  to  other 
mutations  in  this  area  of  the  protein. Here we  report  the  structural  effects  of  these  various 
mutations  as  determined  by  X‐ray  crystallography when  available,  correlate  these  structural 
changes  to changes  in Em, and compare  the effects of  these mutations  to previously  reported 
variants of Az.  
3.2 Materials and Methods 
3.2.1 Preparations of proteins   
Az  variants  were  constructed  and  purified  from  the  pET‐9a  plasmid  as  previously 
described.24,25 Mutations to the plasmid sequence were verified by DNA sequencing at the CORE 
high‐throughput DNA sequencing facility (University of Illinois, Urbana, IL, USA). After expression 
and  reconstitution of  the  apo proteins with  copper,  remaining  apo or misfolded protein was 
filtered out by passing the protein over a 5 mL HiTrap HP Q‐sepharose column (GE Healthcare, 
Piscataway, NJ, USA) equilibrated  in 50 mM ammonium acetate buffer at pH 6.0 on an AKTA 
basic FPLC system (GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA). 
3.2.2 Spectroscopic characterization of Az variants   
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Mutations  to  the protein were  further verified with ESI‐MS. Each protein was seen  to 
have  the expected mass  (±2 Da). UV‐visible spectra of Az and  its variants were collected on a 
Varian Cary 5000 UV‐visible spectrometer in TIP7 buffer. EPR was collected on Varian E‐line 12” 
Century Series X‐Band CW spectrometer at 30 K  in  the same buffer. The parameters  for each 
EPR spectrum were determined by simulation with the Simpower 6 program.26,27 
 
 
Figure 3.2. Crystal structure of WT Az (PDB code: 4AZU)12 showing the proximity of the mutated 
residues  to  the  backbone  carbonyl  of  interest.  The  protein  backbone  is  shown  in  blue  and 
relevant  residues  are  shown  as  ball‐and‐stick  representation  with  carbon  atoms  in  cyan, 
nitrogen atoms in blue, oxygen atoms in red, sulfur atoms in yellow and the copper ion in green. 
For clarity, the copper binding site is greyed out. 
Met44 
Gly45 
Leu86 
Asn47 
Phe114 
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Extinction coefficients were measured by spin counting with EPR, except  in the case of 
WT and Phe114Asn Az, which were determined by  ICP  in Chapter 2. For spin counting, several 
CuSO4  standards  in  the  concentration  range  from  0.125 mM  to  2.0 mM  were  prepared  in 
deionized water. EPR of the samples were then taken and the total area of the signal plotted vs. 
[Cu2+]  to  build  a  standard  curve.  Protein  samples were  then  exchanged  into  TIP7  buffer  and 
concentrated to ~0.5 mM. The UV‐vis spectra were obtained and then EPR of the same samples 
were collected. The total area of EPR signal in the protein samples was then used to determine 
the [Cu2+] in each sample, which was, in turn, used to calculate the extinction coefficient of the 
LMCT band of the protein via Beer’s Law.  
3.2.3 Cyclic voltammetry   
Em  values  of Az  variants were measured  via  cyclic  voltammetry  (CV)  as  thin  films  on 
pyrolytic graphite edge (PGE) electrodes, assembled according to previous procedures,28 with a 
platinum wire as an auxiliary electrode and a Ag/AgCl electrode as a reference. Protein solution 
(typically  5  μL  of  2 mM) was  applied  to  the  graphite  and  allowed  to  incubate  at  4°C  for  10 
minutes. The working electrode, auxiliary wire and reference electrode were then immersed in a 
mixed buffer solution consisting of 50 mM ammonium acetate, 40 mM MOPS, 40 mM MES, 40 
mM Tris, 40 mM CAPS and 100 mM NaCl at either pH 4.0 or 7.0. The potential range was then 
scanned  at  a  rate  of  0.2  V/s,  typically  with  a  total  of  6  scans  (3  in  each  direction).  No 
dependence of the Em upon the scan rate was observed  in the range  from 0.01 to 1 V/s, as  is 
typical for Az and most Az variants.28 Em values were calculated by averaging the positions of the 
oxidation and  reduction waves. Peak  separations were  typically  less  than 0.1 V  indicating  the 
reversibility of the redox cycle for each variant. The values obtained were then corrected to be 
reported vs. the normal hydrogen electrode (NHE) by adding 210 mV to the observed Em. 
3.2.4 Protein crystallization and diffraction   
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The  holo,  copper  bound  versions  of  Phe114Ser  and  Leu86Ala/Phe114Ile  were 
crystallized  by  hanging  drop  vapor  diffusion  from  a  mixture  of  protein  (6  mM)  in  pH  6.0 
ammonium acetate mixed 1:1 with a  solution of 50 mM ammonium acetate buffer, 260 mM 
CaCl2, 280 mM LiNO3 and 30 % w/w polyethylene glycol (PEG) M.W. = 8000 Da. Phe114Asn and 
Phe114Ile were crystallized by hanging drop as well, mixing (1:1) a 5 mM protein solution in pH 
6.0  ammonium  acetate with  a well  buffer  solution  consisting  of  0.1M  TrisHCl,  20mM  CuSO4, 
0.1M LiNO3 and varying concentrations and M.W. of polyethylene glycol (PEG). Crystals typically 
formed after about 1 month time at 4°C and the highest quality crystals formed in 20‐25 % PEG 
4000,  6000  or  8000.  Diffraction  patterns were  collected  at  Brookhaven  National  Laboratory 
(Upton, NY, USA). 
3.3 Results 
3.3.1 Spectroscopic properties of Az variants     
The spectroscopic characteristics of the  investigated Az variants are very similar to WT 
Az,  indicating  minimal  perturbation  of  the  copper  binding  site.7,29‐32  Figure  3.3  shows 
representative UV‐vis and EPR spectra of the Az variants examined here, and Table 3.1 shows a 
list of relevant spectroscopic features for each protein. 
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Figure 3.3. A) UV‐visible spectra and B) EPR  for Az variants  from  this study.  In  the UV‐vis,  the 
spectra of WT and Phe114Asn were previously shown in Chapter 2, but are shown again here for 
comparison  to new variants. EPR  for Phe114Asn and extinction coefficients  for Gly45Pro have 
not yet been obtained. 
 
Table 3.1. Spectroscopic parameters for Az variants from this study. EPR data has not yet been 
collected for Phe114Asn and an extinction coefficient has not yet been collected for Gly45Pro. 
Variant  λmax (nm),  
ε (M‐1cm‐1) 
gx  gy  gz  ax (G)  ay (G)  az (G) 
WT  627, 4898  2.028  2.055  2.262  9  9  50 
F114N  621, 3724  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
F114D  622, 5221  2.027  2.054  2.264  9  9  47 
F114S  620, 4688  2.028  2.052  2.245  8  8  48 
F114I  614, 4828  2.027  2.055  2.242  9  9  54 
L86A  617, 4260  2.024  2.057  2.262  11  11  42 
L86A/F114I  619, 5218  2.028  2.054  2.249  8  8  52 
G45P  ‐  2.028  2.054  2.245  7  7  52 
 
The EPR spectra of Phe114Asp and Leu86Ala are effectively unaltered from that of WT 
Az.  The  other  variants  from  this  study  all  exhibit  slightly  smaller  gZ  values.  Phe114Ile, 
Leu86Ala/Phe114Ile  and  Gly45Pro  also  all  have  slightly  larger  aZ  values, while  Leu86Ala  has 
significantly smaller hyperfine splitting in this region as compared to WT Az.  
3.3.2 Redox potentials of Az variants     
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While  the  spectroscopic  properties  of  each  Az  variant  studied  here  vary  little  from 
protein  to protein,  the  Em  values were  seen  to  vary  greatly.  Table 3.2  gives  the observed  Em 
values for each Az variant  in this study. The values obtained for WT Az at each pH are close to 
previously  reported values,  indicating  that our method of measuring  the Em  is consistent with 
previous studies. Figure 3.4 shows representative CV for all variants. 
Of  the previously unreported  residue 114 variants of Az, Phe114Asp has  the  identical 
effect to the Em as compared to Phe114Asn at pH 4.0. The  inflation of the Em  in Phe114Asp  is, 
however, lessened slightly at pH 7.0. Phe114Ser also increases the Em of Az at each pH, although 
to a lesser degree than Phe114Asn or Phe114Asp. Conversely, Phe114Ile has little effect on the 
Em of Az, and, if anything, lowers the Em slightly. Leu86Ala does raise the Em of Az slightly, but to 
a lesser degree than Phe114Asn, Phe114Asp or Phe114Ser. When Phe114Ile and Leu86Ala were 
combined, the effects to the Em exclusively follow the trend seen for Phe114Ile as opposed to 
Leu86Ala and no additive effect is seen. Met44Pro and Gly45Pro also raise the Em, but Asn47Pro 
actually lowers it. The broad feature of the Asn47Pro CV also suggests multiple species. 
 
Table 3.2. Observed Em values for Az variants studied here at pH 4.0 and pH 7.0. The change in 
the Em relative to WT Az is also shown. 
Variant  Redox Potential at 
pH 4.0 
(mV vs. SHE) 
Δ from WT 
(mV) 
Redox Potential at 
pH 7.0 
(mV vs. SHE) 
Δ from WT 
(mV) 
WT  359 ± 8  ‐  286 ± 8  ‐ 
F114N  446 ± 7  +87  376 ± 4  +90 
F114D  446 ± 17  +87  364 ± 8  +78 
F114S  414 ± 7  +55  331 ± 3  +45 
F114I  358 ± 7  ‐1  272 ± 4  ‐14 
L86A  382 ± 3  +23  294 ± 13  +8 
L86A/F114I  358 ± 4  ‐1  258 ± 6  ‐28 
M44P  403 ± 8  +44  342 ± 3  +56 
G45P  396 ± 4  +37  314 ± 7  +28 
N47P  335 ± 20  ‐24  238 ± 19  ‐48 
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Figure 3.4. CV of A) WT, B) Phe114Asn, C) Phe114Asp, D) Phe114Ser, E) Phe114Ile, F) Leu86Ala, 
G) Leu86Ala/Phe114Ile, H) Met44Pro, I) Gly45Pro and J) Asn47Pro Az. 
BA 
C  D
E  F
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Figure 3.4  cont’d. CV of A) WT, B) Phe114Asn, C) Phe114Asp, D) Phe114Ser, E) Phe114Ile,  F) 
Leu86Ala, G) Leu86Ala/Phe114Ile, H) Met44Pro, I) Gly45Pro and J) Asn47Pro Az. 
 
3.3.3 Additive effects of newly reported variants when combined with other mutations   
In  previous  publications,  we  and  others  have  shown  that  the  effect  of  individual 
mutations  in  Az  can  be  additive  in  regards  to  Em.1,33,34  We  had  previously  shown  that 
combinations of Phe114Asn, Asn47Ser and Met121Leu can be combined  to  raise  the Em of Az 
beyond the upper range of Em values known for mononuclear cupredoxins.1 Likewise, we show 
here that both Phe114Ser and Phe114Asp have a similar additive trend when added to Asn47Ser 
and Met121Leu. Table 3.3 gives a  summary of  the Em  values of  the  individual mutations  and 
shows  the additive effect when mutations are  combined.  In  the  case of both Phe114Asp and 
Phe114Ser,  a  similar  total  increase  in  Em  upon  combination  of  mutations  was  seen.  Both 
G  H
I  J
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Asn47Ser/Phe114Asp/Met121Leu Az and Asn47Ser/Phe114Ser/Met121Leu Az also have similar, 
although slightly lower, Em values as compared to Asn47Ser/Phe114Asn/Met121Leu Az. 
 
Table  3.3. Observed  Em  values  for  proteins with  combined mutations  from  this  chapter  and 
chapter 2 
Variant 
Redox Potential at 
pH 4.0 
(mV vs. SHE) 
Deviation 
from WT 
(mV) 
Redox Potential at 
pH 7.0 
(mV vs. SHE) 
Deviation 
from WT 
(mV) 
WT  359 ± 8  ‐  286 ± 8  ‐ 
F114N  446 ± 7  +87  376 ± 4  +90 
F114D  446 ± 17  +87  364 ± 8  +78 
F114S  414 ± 7  +55  331 ± 3  +45 
N47S  462 ± 3  +103  385 ± 4  +99 
M121L  420 ± 12  +61  388 ± 5  +102 
N47S/F114N/M121L  707 ± 3  +348  641 ± 9  +355 
N47S/F114D/M121L*  668 ± 14  +309  ‐  ‐ 
N47S/F114S/M121L  665 ± 7  +306  608 ± 2  +322 
M44P/N47S/M121L*  639  +280  571  +285 
 
* This combination of mutations was seen to result is significant changes to the visible spectrum 
of the protein with strong absorbance around 400 nm indicating significant perturbation of the 
copper binding site. The visible spectrum was also seen to be pH dependent in both cases. 
 
Met44Pro, Gly45Pro, and Leu86Ala were also combined with Asn47Ser and Met121Leu. 
In the case of combinations  including Met44Pro and Gly45Pro, the proteins were seen to have 
significantly  altered  visible  spectra  as  compared  to  WT  Az  and  reliable  CV  data  was  not 
achievable.  When  combined  with  Asn47Ser  and  Met121Leu,  Leu86Ala  showed  no  additive 
effect, unlike the other variants investigated here. 
3.3.4 Crystallogaphic analysis of Az variants   
Table  3.4  shows  the  crystallographic  parameters  for  the  previously  unreported  Az 
variants. To date, crystal structures of Leu86Ala, Met44Pro, Gly45Pro, and Asn47Pro Az have not 
yet been obtained. 
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Table 3.4. Crystallographic parameters for Az variants from this study. 
Crystal Data  F114S  L86A/F114I  M44F/N47S/ 
F114N/M121L 
Space Group  P1211  P212121  P212121 
Unit Cell 
a (Å) 
b (Å) 
c (Å) 
(o)
 (o) 
(o)
 
49.771 
83.155 
63.237 
90.00 
108.93 
90.00 
 
49.924 
60.298 
81.179 
90.00 
90.00 
90.00 
 
50.519 
57.932 
98.963 
90.00 
90.00 
90.00 
Data collection 
statistics 
     
Wavelength (Å)  1.1  1.1  1.1 
Resolution (Å)  2.39  2.47  1.70 
Total number of 
reflections 
16981  7227  27440 
Number of unique 
reflections 
13718  6768  23616 
Completeness (%)  88.8  84.8  84.4 
Refinement 
statistics 
     
Resolution (Å)  10.0 ‐ 2.39  6.00 ‐ 2.47  10.00 – 1.70 
R‐all (%)  23.7  23.2  21.9 
R‐work (%)  21.8  22.7  20.8 
R‐free test (%)  5  5  5 
RMS Bond lengths 
(Å) 
0.004  0.005  0.007 
RMS Bond angles 
(°) 
0.016  0.020  0.027 
Metal Ion  4  2  4 
No. of water 
molecules 
97  77  249 
 
Table  3.5  gives  a  list  of  relevant  atom‐to‐atom  distances  seen  in  the  previously 
unreported crystal structures of Az. For comparison, several distances from previously reported 
related structures are also shown. 
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Table 3.5. Selected crystallographically observed bond lengths and the change in the length 
from the WT protein. 
Variant (PDB Code if 
deposited, resolution Å) 
Atoms of 
Interest 
Molecule in the 
Asymmetric 
Unit 
Distance (Å)  Average 
Distance (Å) 
Deviation 
from WT 
Distance (Å) 
WT (4AZU,12 1.90)  SCys112‐Cu  A  2.27  2.24  ‐ 
B  2.27 
C  2.24 
D  2.17 
NδHis46‐Cu  A  1.99  2.08  ‐ 
B  2.06 
C  2.13 
D  2.12 
NδHis117‐Cu  A  2.11  2.01  ‐ 
B  1.98 
C  1.96 
D  2.00 
SMet121‐Cu  A  3.18  3.15  ‐ 
B  3.16 
C  3.21 
D  3.05 
OGly45‐Cu  A  2.84  2.97  ‐ 
B  2.95 
C  3.05 
D  3.03 
B  3.60 
F114S (2.39)  SCys112‐Cu  A  1.96  1.96  ‐0.28 
B  1.96 
C  1.97 
D  1.96 
NδHis46‐Cu  A  1.96  1.96  ‐0.12 
B  1.95 
C  1.97 
D  1.95 
NδHis117‐Cu  A  1.96  1.96  ‐0.05 
B  1.95 
C  1.96 
D  1.96 
SMet121‐Cu  A  3.61  3.15  0 
B  2.64 
C  3.00 
D  3.36 
OGly45‐Cu  A  2.67  2.85  ‐0.12 
B  2.67 
C  2.65 
D  3.42 
OγSer114‐OGly45  A  3.36  3.07  ‐ 
B  3.03 
C  3.47 
D  2.43 
N47S/F114N (3JTB, 1.80)  SCys112‐Cu  A  2.17  2.23  ‐0.01 
B  2.23 
C  2.21 
D  2.30 
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Table 3.5 cont’d. Selected crystallographically observed bond lengths and the change in the 
length from the WT protein. 
Variant (PDB Code if 
deposited, resolution Å) 
Atoms of 
Interest 
Molecule in the 
Asymmetric 
Unit 
Distance (Å)  Average 
Distance (Å) 
Deviation 
from WT 
Distance (Å) 
N47S/F114N cont’d (3JTB, 
1.80) 
NδHis46‐Cu  A  2.07  2.06  ‐0.02 
B  2.11 
C  1.96 
D  2.11 
NδHis117‐Cu  A  2.30  2.26  +0.25 
B  2.22 
C  2.24 
D  2.26 
SMet121‐Cu  A  3.23  3.19  +0.04 
B  3.15 
C  3.13 
D  3.23 
OGly45‐Cu  A  2.81  2.81  ‐0.16 
B  2.83 
C  2.80 
D  2.78 
NδAsn114‐OGly45  A  3.64  3.67  ‐ 
B  3.60 
C  3.63 
D  3.80 
M44F/N47S/F114N/G116F 
(1.70) 
SCys112‐Cu  A  2.04  2.05  ‐0.19 
B  2.06 
NδHis46‐Cu  A  1.96  1.96  ‐0.12 
B  1.96 
NδHis117‐Cu  A  1.97  1.97  ‐0.04 
B  1.96 
SMet121‐Cu  A  3.14  3.11  ‐0.04 
B  3.08 
OGly45‐Cu  A  3.37  3.39  +0.42 
B  3.40 
NδAsn114‐OGly45  A  2.89  2.93  ‐ 
B  2.97 
B  3.29 
L86A/F114I (2.47)  SCys112‐Cu  A  1.94  1.96  ‐0.28 
B  1.97 
NδHis46‐Cu  A  1.96  1.95  ‐0.13 
B  1.94 
NδHis117‐Cu  A  1.96  1.97  ‐0.04 
B  1.97 
SMet121‐Cu  A  3.62  4.74  +1.59 
B  5.85 
OGly45‐Cu  A  3.45  3.40  +0.43 
B  3.35 
 
Of  the  distances  shown  above,  most  are  within  the  error  of  atom  positions  as 
determined  by  calculation  of  the  average  uncertainty  in  the  position  of  atoms  using  the 
resolution of each structure, the refinement parameters and  the empirical methods published 
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by Freeman.35 However, there are several significant changes in the structure of several of these 
variants.  In  the structure of Asn47Ser/Phe114Asn,  the NδHis117‐Cu distance  is  longer by 0.25 Å. 
The Met44Phe/Asn47Ser/Phe114Asn/Gly116Phe structure shows a significant  increase (0.42 Å) 
in the distance between the carbonyl oxygen of Gly45 and the copper. Leu86Ale/Phe114Ile Az 
exhibits a longer distance, 0.43 Å, between the copper and the backbone oxygen of Gly45. The 
SMet121‐Cu distance is also much longer on average (1.59 Å) than WT Az, with the Met residue no 
longer  within  the  coordination  sphere  of  the  copper  in  one  of  the  two  molecules  in  the 
asymmetric unit.  
3.4 Discussion 
3.4.1 Effects of adding hydrogen bond donors at position 114 in Az upon the Em   
In all cases, when a hydrogen bond donor was added  to Az at position 114, very  little 
change  to  the spectroscopic  features  (UV‐vis and EPR) were seen. The  three mutations  tested 
here, Phe114Asn, Phe114Asp and Phe114Ser, all resulted in minimal changes to both the visible 
spectrum of Az and the EPR splitting parameters. Even when added to other mutations, these 
hydrogen bond  altering mutations  generally had  little  effect on  the  spectroscopic  signatures. 
The exception to this is the Asn47Ser/Phe114Asp/Met121Leu variant, which was observed to be 
green in color, as opposed to blue. This retention of the spectroscopic signatures suggests that 
Phe114Asn, Phe114Asp and Phe114Ser have little effect on the geometry of the copper binding 
site,7,29‐32 at least as far as these techniques can measure. 
Phe114Asn and Phe114Asp were originally designed to form a hydrogen bond directly to 
the backbone  carbonyl of Gly45, but  structural  analysis of  several Az  variants  containing  the 
Phe114Asn mutation shows that Phe114Asn causes multiple structural perturbations that raise 
the Em of the protein. First, in the Asn47Ser/Phe114Asn structure, the NδHis117‐Cu distance is 0.25 
Å longer (Figure 3.5 B). This effect is unlikely due to the Asn47Ser mutation, as this elongation of 
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the  NδHis117‐Cu  bond  is  not  seen  in  the  structure  of  Asn47Ser/Met121Leu  variant.  This 
lengthening of  the NδHis117‐Cu bond can be attributed  to destabilization of  the  loop containing 
both Phe114 and His117 and  increased conformational  freedom  for His117 as  the Phe114Asn 
mutation  also  removes  some  steric  bulk  from  the  vicinity  of  His117.  The  increased 
conformational freedom allows His117 to twist towards residue 114, away  from  its position  in 
WT Az  (Figure 3.5). A  similar  structural effect was  seen  in  the previously  reported Phe114Ala 
variant, along with a concomitant increase in redox potential of the copper site.36  
 
 
Figure 3.5. Comparison of  the crystal  structures of A) WT Az and B)  the Asn47Ser/Phe114Asn 
mutant of Az  showing  the  change  in position of His117 upon mutation of Phe114  to Asn.  In 
panel A the protein backbone  is shown  in blue, carbon atoms  in cyan, nitrogen atoms  in blue, 
sulfur atoms in yellow and copper is shown in green. Panel B is colored with the same scheme, 
but the protein backbone and carbon atoms are shown in orange. 
 
Weakening the NδHis‐Cu bond  in Az has been previously shown to result  in a higher Em 
both  experimentally  and  computationally.37‐42 When  His117  was  mutated  to  a  Gly  residue, 
thereby completely removing the ligand all together, the Em of Az increased by 300 mV.37 Upon 
addition  of  exogenous  imidazole,  the  Em  returned  to  nearly  the WT  value.37  However,  it  is 
unclear  if the dramatic changes seen  in this study are due to the absence of the His  ligand, or 
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the possible binding of other exogenous ligands to the copper, such as water or chloride, when 
the His ligand is not present.  
As further proof of the importance of NδHis‐Cu length in tuning the Em of cupredoxins, a 
recent computational study showed that the crystallographic NδHis‐Cu  length can be correlated 
to the electron affinity of the copper site in several cupredoxins when the rest of the ligand set 
is  the  same. This effect also  correlates  to  the Em of  the proteins, with higher Em  cupredoxins 
exhibiting  longer  NδHis‐Cu  distances  on  average.  Weakening  the  NδHis‐Cu  interaction  in 
cupredoxins  removes  the  strong  σ‐donating His  from  the  coordination  sphere of  the  copper, 
resulting in a more electron deficient metal and, in turn, preferentially stabilizing the Cu(I) state. 
Thus,  the  significant  lengthening of  this bond  seen  in  the Asn47Ser/Phe114Asn  structure  can 
explain the increase in Em seen.42 
In this same structure of Asn47Ser/Phe114Asn Az, it is also seen that the methyl group 
on  the end of Met121 has significantly more conformational  freedom and,  in one molecule  in 
the  asymmetric  unit,  the methyl  actually  sits  in  between  the  S‐atom  and  the  copper.  This 
structural effect can also explain the increase in Em observed, as removing the electron density 
donated  to  the Cu by  the Met  ligand will  also  generate  a more electron deficient metal  and 
makes the environment of the copper more like that of Met121Leu.29,31 Therefore, the change in 
positioning  of  the Met  S‐atom will  result  in  a more  electron  deficient  site, which will  again 
stabilize the Cu(I) state, raising the observed Em. 
Interestingly,  in  the Met44Phe/Asn47Ser/Phe114Asn/Gly116Phe  structure,  the Asn  at 
position 114  is seen to have a completely different structural effect. No  lengthening of the Cu‐
NHis117 distance is seen, and the His does not rotate as drastically as in the Asn47Ser/Phe114Asn 
structure. Instead Asn114 forms a strong hydrogen bond to the backbone carbonyl of Gly45, as 
it was originally designed to do, with the amide nitrogen less than 3 Å from the carbonyl oxygen. 
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The formation of this hydrogen bond also causes the carbonyl‐to‐copper distance to lengthen by 
0.42 Å on  average  (Figure 3.6 B).  Lengthening  this distance will weaken  the  ionic  interaction 
between  the  oxygen  and  the  copper,  preferentially  stabilizing  the  lower  charge  state  of  the 
copper and  raising  the Em. Based on previous  studies of other cupredoxins,  it  is believed  that 
adding hydrogen bonding interactions between the copper binding loops will also raise the Em of 
the  protein, which  is  similar  to  the  proposed  effect  of  the  Asn47Ser mutation  discussed  in 
Chapter 2.20,43,44 Therefore, it is difficult to determine if the increase in Em seen here is due to a 
weakened  Cu‐OGly45  interaction,  or  another  effect  caused  by  altering  the  hydrogen  bonding 
network  in  this  region of  the protein. The various  structural effects caused by Phe114Asn are 
clearly dependent upon the other mutations  in the protein and the structural changes seen  in 
the crystal structures of the various mutants may be in flux with one another in solution. 
 
Figure  3.6.  Comparison  of  the  crystal  structures  of  A)  WT  Az  B)  Met44Phe/Asn47Ser/ 
Phe114Asn/Gly116Phe Az and C) Phe114Ser Az showing  the hydrogen bonds  formed  to Gly45 
upon mutation.  In  all  panels  nitrogen  atoms  are  shown  in  blue,  sulfur  atoms  in  yellow  and 
copper is shown in green. To differentiate between structures, the backbone in Panel A is shown 
in blue with carbon atoms in cyan, while the backbone and carbon atoms are orange in panel B 
and  green  in  panel  C.  Average  atom‐to‐atom  distances  are  shown  as  dashed  lines with  the 
average distance listed for each interaction. 
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Initially,  it was expected that Phe114Asp would  lower the redox potential of Az due to 
stabilization of the Cu(II) state by adding a full negative charge in close proximity to the copper 
binding site.45 Experimental results show that this mutation actually causes an identical increase 
in the Em as compared to Phe114Asn at pH 4.0. As these residues, Asn and Asp, are isostructural 
to one another, they will have similar capacities to hydrogen bond and presumably cause similar 
structural perturbations at pH 4.0. At pH 7.0, Phe114Asp has less of an inflating effect, which is 
likely due to deprotonation of the side chain of the Asp residue. 
Since Phe114Asn clearly has enough conformational freedom to cause several different 
effects  in Az, we  reasoned  that a  shorter hydrogen bond donor, Ser, would be more  likely  to 
form a strong hydrogen bond to Gly45 exclusively. The structure of Phe114Ser Az clearly shows 
that the desired hydrogen bond does form, which can be directly correlated to the  increase  in 
Em of this variant as well (Figure 3.6 C and Table 3.2). However, the crystal structure also shows 
that  the hydrogen bond between Ser114 and Gly45  is still  fluxional  to some extent.  In  two of 
four molecules  in the asymmetric unit, the oxygen‐oxygen distance  is about 3 Å or  less, which 
would form a strong hydrogen bond. In the other 2 molecules, this distance is between 3 Å and 
3.5 Å,  indicating a weaker  interaction. The average Cu‐OGly45 distance for the molecules with a 
weaker hydrogen bond between Ser114 and Gly45 was also seen to be even shorter than that in 
WT Az. In all the molecules of the asymmetric unit, His117 is rotated in the same manner as the 
Asn47Ser/Phe114Asn  structure  (Figure  3.5  B),  which  may  have  a  similar  effect  on  the  Em; 
however, no lengthening of the Cu‐NHis117 bond is observed. 
Based on the combined data for all hydrogen bond donors incorporated at position 114, 
it  is clear that short hydrogen bond donors at this position are capable of  interacting with the 
backbone  carbonyl  of Gly45,  but  also may  induce  other  effects,  such  as  perturbation  of  the 
distance  between  the  copper  and  His117,  as  observed  in  the  Asn47Ser/Phe114Asn  crystal 
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structure.  In  solution,  the possible orientations of  the  residue  side  chains are undoubtedly  in 
equilibrium with one another, but it is clear that hydrogen bonding to the carbonyl of Gly45, or 
altering hydrogen bonding in the vicinity of Gly45, has a dramatic effect on the Em of the protein. 
The  change  in  the  Em  could be due  to: 1)  electron density  from  the  carbonyl of Gly45 being 
deflected  from  the  copper  site  to  forming  the hydrogen bond, 2) weakening of  the Cu‐NHis117 
bond,  or  3)  adding  extra  hydrogen  bonding  between  the  copper  binding  loops  in  Az, which 
structurally rigidifies this region of the protein, thus increasing Em (see above discussion). 
3.4.2 Effects of altering the steric crowding around Gly45 in Az upon the Em   
As  previously  stated,  there  are  two  residues  not  ligated  to  the  copper  that  have 
significant steric contact with  the backbone carbonyl of Gly45  in WT Az: Leu86 and Phe114.12 
Initial MD  simulations  indicated  that mutating  Leu86  to  an  Ala  residue would  relieve  steric 
interference between  Leu86  and  the  carbonyl of Gly45,  allowing  the  carbonyl  to move  away 
from  the  copper.  Removing  this  strong  negative  dipole  from  the  vicinity  of  the  copper  is 
expected  to  raise  the  Em,  since  this  negative  dipole  should  preferentially  stabilize  the  Cu(II) 
state.2,7  In Rcy, this  is achieved by repositioning the backbone of the protein and adding an  Ile 
residue  in between the carbonyl and the copper, which blocks the carbonyl from rotating back 
towards the copper.6,20 
  When the Leu86Ala and Phe114Ile mutations were actually made to the protein and the 
Em values were measured, very little change to the Em was observed, with Leu86Ala exhibiting a 
modest  10‐20  mV  increase  from  WT,  while  Phe114Ile  and  the  Leu86Ala/Phe114Ile  double 
mutant actually  showed  slightly  lower Em values  compared  to WT  (Table 3.2). While  these Em 
values were contrary  to what was expected based on  the modeling  results,  the  spectroscopic 
and structural data clearly demonstrate the reason for the observed effects to the Em. 
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  The Leu86Ala variant did show a modest increase in redox potential, at least at pH 4.0. 
MD simulations of this variant did show that the carbonyl of Gly45  is able to move away from 
the  copper  in  this  variant,  which  would  explain  this  modest  increase  in  Em.  However, 
crystallization of this variant has, thus far, proved difficult, and the exact molecular effect, or the 
magnitude of  the proposed  change  in  carbonyl position  induced by  the  Leu86Ala mutation  is 
currently  unknown.  The  UV‐vis  and  EPR  spectra  of  this  variant  are  very  similar  to WT  Az, 
suggesting little perturbation of the copper site geometry. 
Phe114Ile and the Leu86Ala/Phe114Ile Az variant are very similar spectroscopically and 
structurally  to  one  another.  Although  modeling  data  suggested  that  the  combination  of 
Leu86Ala and Phe114Ile would cause a rotation of the carbonyl away from the copper, when the 
Leu86Ala/Phe114Ile  variant  was  crystallized  and  the  structure  determined,  the  molecular 
structure showed that the carbonyl did not move away from the copper.  In fact, the branched 
methyl group from the  Ile mutation sterically  interferes with the carbonyl at Gly45, but not  in 
the desired manner where it would push the oxygen away from the copper. The mutation also 
distorts the rest of the copper site, causing significant rotation of His46 from its position in WT 
Az (Figure 3.7). Removal of His46 by mutating it to a Gly residue was previously shown to raise 
the Em of Az, similarly to what was seen in His117Gly.46 It is, therefore, unclear why the Em of this 
protein is relatively unaffected. The rotation of the His seen in the Leu86Ala/Phe114Ile structure 
should  weaken  the  Cu‐NHis46  interaction,  due  to  decreased  orbital  overlap.7,32  The  crystal 
structure of Leu86Ala/Phe114Ile Az also shows that the copper is pushed towards His117, which 
may compensate for the weakened Cu‐His46 (Figure 3.7). 
As mentioned above,  in the Leu86Ala/Phe114Ile structure, the copper  is pushed about 
0.5 Å away  from  its position  in WT Az,  towards His117  (Figure 3.7). While  this  change  in  the 
copper position causes the Cu‐OGly45 bond to be nearly half an Å longer than WT Az, the overall 
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distortion of the copper site also weakens the  interaction between the copper and Met121 to 
the point that the Met  is no  longer a  ligand  in one of the molecules  in the asymmetric unit of 
this structure. At least in this crystal structure, the Leu86Ala mutation seems to have little effect 
on the structure of the protein. While not immediately obvious in the UV‐vis spectrum of these 
variants,  the  EPR  spectra  of  both  Phe114Ile  and  Leu86Ala/Phe114Ile  also  show  geometric 
distortion of the copper binding site with slightly smaller gZ values and slightly  larger az values, 
consistent with the crystal structure of Leu86Ala/Phe114Ile. 
 
 
Figure  3.7.  Structural  overlay  of  WT  Az  and  the  Leu86Ala/Phe114Ile  Az  variant.  For  both 
proteins, nitrogen atoms are shown in blue, oxygen atoms in red and sulfur atoms in yellow. To 
differentiate the two structures, the backbone of the protein and the carbon atoms are shown 
in  cyan,  while  the  backbone  and  carbon  atoms  are  shown  in  light  red  for  the 
Leu86Ala/Phe114Ile variant. 
Cys112 
Gly45 
His46 
His117 
Phe114Ile 
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  Given  the  amount  of  disruption  to  the  structure  of  the  copper  site  caused  by  the 
Phe114Ile  mutation,  it  is  actually  surprising  that  the  Em  is  minimally  affected.  This  can  be 
justified, however,  if one considers other cupredoxins  in nature, or other variants of Az. Site‐
distorted T1 cupredoxins, such as stellacyanin or nitrite reductase have their copper pushed out 
of  the  trigonal plane defined by Cys112, His46  and His117  in Az  and  typically have  lower  Em 
values.7,32,47‐52 Proteins in which the axial Met‐to‐copper interaction is completely removed, as in 
laccases  or  ceruloplasmin,53‐57  typically  have  higher  Em  values.  Interestingly,  these  competing 
effects  on  the  Em  seem  to  have  nearly  cancelled  one  another  out  in  the  case  of 
Leu86Ala/Phe114Ile Az (Table 3.2). 
3.4.3 Effects of straining the loop containing Gly45 in Az using Pro residues upon the Em   
An alternative method for affecting the position of the carbonyl of Gly45 in Az is to add 
a  conformationally‐restrained  Pro  residue  within  the  loop  of  Az  containing  Gly45.  Such  a 
mutation will  induce  a  torsional  effect  on  the  protein  loop  and  likely  cause  the  carbonyl  to 
change  position  relative  to  the  copper,  resulting  in  a measurable  change  to  the  Em  of  the 
protein,  if, as has been postulated,2 the carbonyl dipole  is  important for redox tuning of Az. As 
such, Met44, Gly45 and Asn47 were  chosen  to mutate  to Pro as  they are  the  closest  to, and 
therefore most likely to have an effect on, the carbonyl of Gly45, without changing the identity 
of any of the other ligands to the copper.  
  Each  of  these  variants, Met44Pro, Gly45Pro  and  Asn47Pro, were  first  constructed  in 
silico  and  subjected  to MD  simulations.  The  results  of  these  simulations  showed  that  each 
variant had an effect on  the positioning of  the carbonyl of Gly45  relative  to  the copper. Both 
Met44Pro and Asn47Pro cause a torsional effect that pulls the carbonyl away from the copper 
and  towards  Leu86.  Conversely, Gly45Pro  causes  the  carbonyl  to  shift  in  the  exact  opposite 
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direction,  towards His46,  but  the  resultant  copper  to  oxygen  distance  is  still  observed  to  be 
longer than that seen in WT Az based on these MD simulations. 
Because the MD simulations showed that each Met44Pro, Gly45Pro and Asn47Pro may 
achieve the desired effect to the carbonyl at position 45, each variant was expressed, purified 
and  the  Em measured by CV on  graphite. Both Met44Pro  and Gly45Pro  showed  an  expected 
increase in Em, whereas Asn47Pro actually lowered the potential significantly relative to WT Az. 
Presumably the increase in potential seen in Met44Pro and Gly45Pro is due to repositioning of 
the carbonyl of Gly45 as seen  in  the MD  simulations, although  structural data have yet  to be 
obtained,  confirming or denying  this  cause.  The  EPR  spectrum of Gly45Pro does  suggest  site 
distortion of some kind, however, with a smaller gz value and  large aZ, similar to that seen for 
Phe114Ile and Leu86Ala/Phe114Ile. 
Although the Asn47Pro mutation was seen to also lengthen the copper oxygen distance, 
which should likewise cause an increase in Em, we have already shown that Asn47 plays a critical 
role  in  forming  hydrogen  bonds  near  to  Cys112  in  Chapter  2  of  this  thesis  and  in  other 
studies.1,33,58 The disruption of these hydrogen bonds by mutating Asn47 to a Pro residue that is 
incapable of forming such hydrogen bonds undoubtedly has an effect on Em as well. In the case 
of Asn47Pro, an overall decrease  in Em  is observed. The exact molecular effects of these three 
mutations on the structure of Az are, however, not yet known, as we have thus far been unable 
to  crystallize  Met44Pro,  Gly45Pro  or  Asn47Pro.  Current  efforts  are  focused  on  obtaining 
sufficient quality crystals of these variants in order to obtain molecular structures. 
3.4.4 Additive effects of mutations influencing the backbone carbonyl in Az upon the Em 
As  was  seen  in  chapter  2  of  this  thesis,  the  effects  of  certain mutations  to  Az  are 
additive when combined.1 We therefore tested several combinations of the mutations reported 
in this chapter with those reported  in chapter 2. Of note are Met44Pro and Phe114Asp. When 
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combined with other mutations  that  increase  the Em of Az, namely Asn47Ser and Met121Leu, 
similar additive changes to the Em were observed, indicating that the individual effects of these 
mutations are  independent of one another and can be summed together to further  inflate the 
Em  of  Az,  consistent  with  previous  literature.1,33,34  However,  for  both  Met44Pro/Asn47Ser/ 
Met121Leu  and  Asn47Ser/Phe114Asp/Met121Leu,  the  particular  combination  of   mutations 
caused  significant  perturbation  of  the  visible  spectrum  of  the  protein  relative  to  WT  Az, 
suggesting significant structural rearrangement within  the copper site. The additive properties 
of various mutations to Az must, therefore, be combined in a selective fashion in order to avoid 
unwanted  secondary effects  to other properties of  the protein,  such as  stability or metal  site 
geometry. 
3.5 Summary 
  3.5.1 Summary of goals 
   The importance of the negative dipole of the backbone carbonyl near the copper site in 
cupredoxins  has  been  postulated  in  many  bioinformatics  and  computational  studies.2‐11,13,14 
However,  experimentally  measuring  its  effect  is  complicated,  because  backbone  carbonyls 
cannot be directly changed by  standard mutagenesis, and  the position of  this carbonyl  in  the 
middle  of  the  protein  sequence  makes  it  inaccessible  to  standard  selective  chemical 
modification  techniques  such  as  expressed  protein  ligation.  We  therefore  had  to  be  more 
creative with protein design in order to test the effect of this dipole in Az. Three strategies were 
used  to  selectively modify  the  interaction  between  the  copper  and  the  carbonyl  oxygen  of 
Gly45: 1) adding hydrogen bonding donors directly adjacent to the carbonyl oxygen at position 
114,  2)  altering  the  steric  crowding  near Gly45  by mutating  the  nearby  residues  Leu86  and 
Phe114  and  3)  introducing  torsional  strain  to  the  loop  containing Gly45  by mutating Met44, 
Gly45 and Asn47 to Pro residues. The results of this study show that changes to the region of 
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the  protein  surrounding  Gly45  do,  in  fact,  significantly modulate  the  Em  of  Az,  and  are  not 
inconsistent with  the proximity of  the negative dipole on  the  carbonyl oxygen  to  the  copper 
affecting  the  Em  of  the  protein.  However,  it  is  difficult  to  ascertain  the  magnitude  of  this 
contribution  to  the  redox  tuning  of  Az  from  these  experiments,  as  all  the mutations made 
possess secondary structural effects that may also have a bearing on Em. 
  3.5.2 General conclusions: hydrogen bond donors at position 114 
  In  general,  addition  of  hydrogen  bond  donors  at  position  114  produced  the  largest 
effect  on  Em  and  the  least  amount  of  disruption  to  the  copper  binding  site,  based  on 
spectroscopic  and  structural  analysis.  Although  all  the  hydrogen  bond  donating  residues 
introduced at this position were designed to hydrogen bond directly to the carbonyl oxygen of 
Gly45, crystal  structures of  these variants  show  that  the  relative  length of  the  residue at  this 
position determines the exact molecular effect of the mutation. Multiple crystal structures with 
an Asn residue at position 114 show that this residue may either form a hydrogen bond to Gly45 
as  intended, or bend the opposite direction to hydrogen bond with Pro115, which destabilizes 
this  loop of Az,  lengthens  the distance between  the copper and  the  ligating His117, and may 
disrupt the  interaction between the copper and the thioether of Met121. Both of these forms 
are  very  likely  in  equilibrium with  one  another  and which  form  is most  responsible  for  the 
increase in Em is not currently known.  
Placing  a  shorter  Ser  residue  at  position  114  seems  to  eliminate  the  possibility  of 
hydrogen bonding  to Pro115 and  forces  the desired  formation of a hydrogen bond  to Gly45. 
However, as  can be  seen with  the F114N mutation, multiple  crystal  structures of  this variant 
may be required to completely rule out other molecular effects. In both cases where a hydrogen 
bond  to Gly45  is  formed,  it  is  also  difficult  to  determine whether  the  effect  of withdrawing 
electron density from the copper‐oxygen interaction by forcing a hydrogen bond to form has the 
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greatest  effect  on  Em,  or,  if  adding  a  hydrogen  bond  in  this  way,  between  the  two  ligand 
containing  loops  in Az, rigidifies other hydrogen bonds to Cys112. Rigidifying this region of the 
copper site is also expected to increase Em.33,43,44,58‐60 
  3.5.3 General conclusions: altering steric hindrance around Gly45 
Changing the steric hindrance around Gly45 in Az by making the Leu86Ala and Phe114Ile 
mutations  had  little  effect  on  the  redox  potential  of  the  protein.  Crystal  structures  of  both 
Phe114Ile  and  the  Leu86Ala/Phe114Ile  double  mutant  show  that  while  the  copper‐oxygen 
distance  was  perturbed  from  WT,  a  myriad  of  other  structural  effects  occur,  including 
weakening of  the Cu‐SMet121  interaction and significant movement of  the copper  relative  to  its 
position  in WT Az towards His117. Surprisingly, these structural effects did not manifest  in any 
significant  change  to  either  the  Em,  or  the  visible  spectroscopy.  The  EPR  hyperfine  splitting 
parameters, while  slightly  perturbed,  are  also well within  the  range  considered  typical  of  T1 
cupredoxins.7,32 This study highlights the importance of having a full picture of the protein being 
studied  by  analyzing  it  with  multiple  techniques,  and  the  importance  of  crystallizing  and 
resolving molecular structures for representative variants of a protein. 
3.5.4 General conclusions: altering torsional strain in the loop containing Gly45 
Altering residues in the loop containing Gly45 to Pro induces torsional strain in this loop 
and  likely  perturbs  the  Cu‐OGly45  distance  to  some  extent.  As  ionic  interactions  are  highly 
distance dependent, 2,7,13‐18 any change in this distance should be observable as a change in Em if 
this  ionic  interaction  contributes  to  redox  tuning of Az. While  the Asn47Pro mutation  slightly 
lowered the Em, introducing the Met44Pro and Gly45Pro mutations in Az did result in 30‐50 mV 
increases  in the Em of the protein. Despite  the changes  in Em seen  in Met44Pro and Gly45Pro, 
the visible and EPR spectra of these variants are mostly unaffected.  
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In  the  absence  of  structural  data,  MD  simulations  showed  that  all  three  variants, 
Met44Pro,  Gly45Pro  and  Asn47Pro,  cause  the  Cu‐OGly45  distance  to  lengthen.  In  the  case  of 
Asn47Pro,  the  effects  of  this  lengthening  are  likely  cancelled  out  by  other  effects  of  this 
mutation, as the hydrogen bonding network involving Asn47 is known to have a strong effect on 
the  redox potential of Az.1,33,58 However,  in order  to  confirm  the molecular  effects proposed 
from  the MD  simulations,  crystal  structures  of  each  of  these  variants  are  required.  Current 
efforts are focused on crystallizing these variants. 
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Chapter 4 
Developing an Az Variant with an Em of 1 V to be used as an Efficient, Water‐soluble and 
Strong Oxidant 
4.1 Introduction 
4.1.1 Type 1 cupredoxins as useful redox reagents 
Type 1 (T1) cupredoxins are a widely studied class of electron transfer (ET) protein with 
redox potentials spanning a ca. 700 mV range.1‐9 The T1 copper site is found throughout nature 
and serves as an ET site  in all critical biological processes  including respiration, photosynthesis 
and decomposition of biological polymers.1,3‐6,9 T1 cupredoxins are utilized for these functions in 
nature because they are exceptionally efficient at ET, with typical reorganizations energies of < 1 
eV.10 The protein environment around  the  copper allows  the  redox potential  (Em)  to be  fine‐
tuned across a very broad potential range for biological systems. Consequently,  T1 cupredoxins 
such as Azurin are   also known  to be promiscuous and able  to oxidize or  reduce many other 
proteins ‐ assuming that the Em of the protein is appropriate ‐ and can easily exchange electrons 
with an electrode surface.11 Many of the desirable characteristics of T1 cupredoxins have not yet 
been mimicked with synthetic small molecules. 
Due to the usefulness of the T1 copper center as a redox reagent, it has been proposed 
that proteins such as Az could serve as electron carriers  in bio‐inspired devices  like photo‐cells 
or  fuel  cells.12‐14  The  primary  disadvantage  to  using  ET  proteins  as  electron  carriers  in  such 
systems, however,  is  that most ET proteins,  such as Az, have moderate Em values  (~300 mV). 
Useful reactions such as water oxidation, or oxidation of organic substrates occur at Em values 
around  1  V.  Such  reactions  are  carried  out  in  nature  by  proteins  that  are  often membrane 
associated with multiple cofactors that are difficult to reconstitute or purify, and are as a result 
not  amenable  for use outside  the  cell.15 Other  enzymes  like peroxidases  rely on peroxide  to 
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provide  the oxidizing equivalents.16 The use of peroxide as an oxidant does not allow  for  the 
transfer of reducing equivalents to an electrode for generation of current. If a small, soluble ET 
protein  like Az could be engineered  to have an Em  in  the 1 V range,  it could be useful  in such 
applications.  
4.1.2 Taking insights from nature for reaching 1 V  
In chapter 2 of this thesis, we showed that the Em of Az could be tuned across the entire 
range of Em values seen  in native mononuclear T1 cupredoxins. This was done by altering  long 
range secondary coordination sphere  interactions, namely hydrogen bonding with and around 
the  copper  ligand,  Cys112,  and  the  hydrophobicity  of  the  residues  surrounding  the  copper 
binding site M121L.17 Building on  the success of our previous studies,  it stands  to  reason  that 
similar rearrangement of the secondary coordination sphere around the His ligands in Az would 
also have an effect on the redox properties of the T1 site.  
The  hypothesis  that  rearranging  the  secondary  coordination  sphere  around  the  His 
ligands will  affect  the  Em  is  also  supported  by what  is  seen  in  nature.  Rusticyanin  (Rcy),  the 
mononuclear  cupredoxin  with  the  highest  known  Em,  crowds  the  area  around  the  surface 
exposed His  ligand with bulky hydrophobic groups  like Phe  residues. This  is  similarly  seen    in 
several other multi‐copper oxidases containing T1 copper sites with Em values nearing 1 V, such 
as  laccases  and  ceruloplasmin,  and  many  studies  have  suggested  that  this  increased 
hydrophobicity will raise the Em of copper sites.18‐27 Crowding the copper binding site with bulky 
hydrophobic  groups  serves  to  further  depolarize  the  site  and  to  disrupt  hydrogen  bonding 
between  the  solvent  exposed  His  and  solvent,  both  of  which  will  increase  Em.25‐27  It  is  not 
currently clear; however, whether  the surrounding protein environment  is sufficient  to  inflate 
the Em of such copper sites to such high values, or  if there  is significant contribution  from  the 
additional copper sites found in these proteins.28 
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Some variation to the hydrogen bonding network around the other His ligand in the T1 
copper  site  is  also  seen  throughout  the  proteins  in  the  cupredoxin  family.29  In  Az,  His46 
hydrogen bonds to the backbone carbonyl of Asn10. Serving as a hydrogen bond donor causes 
this His  to become more  imidazolate  like,  freeing up more electron density  to donate  to  the 
copper.  The  perturbation  of  this  hydrogen  bond may  also  allow  Cu(I)  to  revert more  to  its 
preferred geometry, subsequently  increasing  the Em.29  If  this hydrogen bonding network were 
disrupted, the Em of Az will go up. 
4.1.3 Goals 
Predictably perturbing hydrogen bonding  to  the His  ligands or hydrophobicity around 
the  His  ligands  in  Az  presents  a  new  challenge  in  the  study  of  Az,  as  the  surface‐exposed 
‘northern histidine’, His117,  is  found  in  a  shallow depression  in  the middle of  a hydrophobic 
patch, with  its  imidazole Nδ  bonded  to  Cu,  and  opposing Nε‐H  hydrogen  bonded  to  a water 
molecule from bulk solvent (Figure 4.1).30 As such, there  is very  little protein to modify around 
this  ligand.  In  contrast,  His46  is  buried  deep  inside  the  barrel  of  the  protein  and  hydrogen 
bonded to the backbone carbonyl of Asn10 (Figure 4.1).30 The difficulties presented  in altering 
backbone carbonyl atoms have already been discussed in the previous chapter. 
In  this  study,  several  mutations  to  the  secondary  coordination  sphere  around  the 
catalytic Cu(Cys)(His)2 core were made in order to perturb the environment near the His ligands  
and  subsequently  affect  changes  to  the  Em  of  Az.  Gly116Phe  together  with  two  previously 
reported mutants, Met13Phe and Met44Phe were  introduced  spatially adjacent  to His117,  to 
sterically interfere with the interaction between His117 and bulk solvent and to effect an overall 
depolarization of the copper site. For His46, Gly9Pro was also incorporated to induce a tight turn 
in  the peptide backbone,  thus weakening  the  interaction between His46 and  the backbone of 
Asn10.  To  study  the  collective  effect  of  these  mutations,  different  combinations  of  the 
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aforementioned mutants were constructed as well. The Em values, spectroscopic  features and 
crystals structures of several of these variants are discussed in detail.  
 
Figure 4.1. Crystal structure of WT Az  (PDB code:4AZU)30 showing  the secondary coordination 
sphere around the His ligands. 
 
Finally,  the most effective of  these mutations were combined with  those discussed  in 
previous chapters in order to develop a variant of Az with an Em of nearly 1 V. The spectroscopic 
and structural features of several of the variants on the way to the 1 V variant, as well as those 
of  the 1 V  variant  itself, will be discussed. We  show  in  the process  that modifications  in  the 
protein environment around the T1 copper site are sufficient to push the Em to such high values 
relative to aqueous copper. Furthermore, we show preliminary results of a proof of concept for 
the  reactivity of  these  newly developed, high  Em  cupredoxins by  investigating  their  ability  to 
oxidize heme protein catalysts..  
4.2 Materials and Methods 
4.2.1 Expression of Az Variants 
Met13 
His117 
Cys112 
His46 
Met44 
Asn10 
Gly9 
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Az mutants were constructed, expressed and purified in the apo form using a previously 
reported procedure.31,32 Holo protein was obtained by  stepwise  titration of 5mM CuSO4  (1 µL 
increments) into apo protein and monitored by UV‐visible spectroscopy. Titration was continued 
until Abs620 was constant with further copper addition. The holo protein was then concentrated 
in  a Milipore‐centricon  Centrigugal  Filter  (10,000 MW)  and washed with  50 mM  ammonium 
acetate  buffer  at  pH  6.35  by  passing  it  through  a  disposable  pre‐packed  PD10‐column 
(Amersham Biosciences, Uppsala Sweden) to remove excess Cu2+. 
4.2.2 Electrochemical measurements  
Cyclic  voltammetry  was  performed  on  CH  Instrument  model  620A  Electrochemical 
Analyzer  (Austin,  TX),  using  a mixed  buffer  containing  50mM NH4OAc,  40mM MOPS,  40mM 
MES, 40mM Tris, 40mM CAPS and 100mM NaCl (ranged from pH 4 to 9), except  in the case of 
Met44Phe/Asn47Ser/Phe114Asn/Gly116Phe/Met121Leu Az, whose  signal was only observable 
in 50 mM ammonium acetate at pH 5.1 with 500 mM NaCl. All buffer solutions were degassed 
by  bubbling  with  nitrogen  prior  to  data  collection.  Pyrolytic  graphite  edge  (PGE)  working 
electrodes were  assembled  by  a  previously  published  procedure.33  A  platinum wire  auxiliary 
electrode and Ag/AgCl reference electrode (Bioanalytical Systems, West Lafayette, IN, 3M NaCl) 
were used  in cyclic voltammetry experiments. The Ag/AgCl reference electrode was calibrated 
against a  standard  calomel electrode  (SCE)  (E = 0.253 V at 4°C). The PGE electrode was  then 
polished with 0.05μm alumina on nylon polishing pad, followed by sonication in deionized water 
to remove excess alumina. Protein solution, typically, 2 μL of 2‐4 mM protein, was then applied 
to the graphite surface. A 3‐4 minute incubation at 4°C was sufficient to absorb enough protein 
for a full pH scan. The electrode was then immersed in cold, degassed electrolyte solution for 2 
minutes  to equilibrate and  then  scanned  to obtain  the Em. Voltammograms were collected at 
scan rate 0.1 V/sec.. The electrodes were then transferred to another buffer solution of desired 
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pH  and  a  new measurement was  recorded. All  reported  readings were  converted  to  normal 
hydrogen electrode  (NHE) potentials by adding 210 mV  to  the value obtained vs.  the Ag/AgCl 
reference.  
4.2.3 Spectroscopic studies of Az variants 
Mass  Spectra  were  recorded  on  Macromass  Quattro  II  Mass  Spectrometer  and 
processed by Waters MassLynx data  system. UV‐visible  absorption  spectra were  recorded on 
Varian Cary 3E UV‐Visible spectrophotometer at ambient temperature and pH 7.0. EPR samples 
were prepared as frozen glass  in mixed buffer (see above) pH7: glycerol (1:1) and measured at 
30  K with  a  Varian  E‐line  12”  Century  Series  X‐Band  CW  spectrometer.  The  instrument was 
equipped with an APD Helium  cryostat and  is maintained by  the  Illinois EPR Research Center 
(IERC).  Simulation of EPR  spectra was performed using  the  Simpow634,35  software package  to 
determine  g  and A║  values.  Extinction  coefficients were  calculated  based  on  quantifying  the 
amount  of  both  S  and  Cu  in  protein  samples  using  inductively  coupled  plasma‐mass 
spectrometry (ICP‐MS) (performed at the Microanalysis Laboratory at the University of Illinois at 
Urbana‐Champaign) to calculate accurate protein concentrations. 
4.2.4 Crystallization of Az variants 
Az  variants  were  crystallized  using  hanging  drop  vapor  diffusion.  Crystals  of 
M44F/G116F were obtained by mixing the concentrated protein sample  (2uL of 3mM protein; 
50  mM  ammonium  acetate  buffer  at  pH  6.35)  with  equal  volume  of  reservoir  solutions 
consisting of 80 mM sodium acetate, 0.29 M CaCl2, 0.25 M LiNO3 (pH 6.0) and 20% polyethylene 
glycol (PEG, MW 10,000). Blue crystals suitable for X‐ray diffraction studies were obtained after 
1 week at 4 ˚C. Crystals of Gly9Pro, Met13Phe/Met44Phe and Met44Phe/Asn47Ser/Phe114Asn/ 
Gly116Phe Az were obtained in a similar way, using different reservoir solution of 0.1M TrisHCl, 
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20mM CuSO4,  0.1M  LiNO3  and  20% polyethylene  glycol  (PEG, MW  4,000). Blue  crystals were 
obtained after between 1‐6 months at 4°C. 
4.3 Results 
4.3.1 Electrochemical studies of Az variants 
The Em values of selected Az variants are shown in Table 4.1. A plot of the dependence 
of  the  Em  on  pH  for  several  of  the Az  variants  is  shown  in  Figure  4.2. All  samples  exhibited 
reversible  voltammograms,  indicating  minimal  protein  unfolding  or  loss  of  copper  upon 
reduction of the protein. Observed Em values for wild type  (WT) Az, 331 ± 17 mV vs. NHE,also 
agree with published values to within error.36  
 
Table 4.1. Observed Em values for the Az variants from this study. 
Az Variant  Em at pH 4.0 (mV vs. NHE)  Δ from WT 
WT  331 ± 17  ‐ 
G116F  366 ± 3  + 35 
M44F  403 ± 3  + 72 
G9P  365 ± 2  + 34 
M44F/G116F  415 ± 3  + 84 
M44F/G116F/G9P  390 ± 4  + 59 
N47S/F114N/M121L  706 ± 3  + 375 
M44F/N47S/F114N/G116F  620 ± 7  + 289 
M44F/N47S/F114N/G116F/M121L  954 ± 4*  + 623 
 
* The redox potential reported here  is at pH 5.0 as a CV signal at pH 4.0 was unobservable at 
this pH. 
 
Met13Phe  is known to have  little effect on the Em of Az, while Met44Phe raises the Em 
relative to WT Az by ~50 mV. Our results were consistent with previously reported potentials for 
these variants.27,37 Of the proteins with only one mutation designed to perturb the interactions 
to His117, Met44Phe gives  the greatest  increase  to Em, 72 mV higher  than WT Az. Gly116Phe 
also raises the Em of Az by 35 mV relative to WT. Further studies conducted on combinations of 
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the  single mutants demonstrated  that  the  effects  of  certain  individual mutants  cooperate  to 
further  increase  Em when  combined,  but  the  effects  are  less  than  additive.  Combinations  of 
Met13Phe with both Met44Phe and Gly116Phe had no further effect on the Em as compared to 
the Met44Phe/Gly116Phe double mutant. Combining Gly9Pro with Met44Phe and Gly116Phe 
also did not result in a further increase in Em showing that the effects of Gly9Pro are not additive 
with Met44Phe and Gly116Phe. All variants containing only Met44Phe or Gly116Phe also exhibit 
very similar pH profiles to WT Az. Interestingly, Gly9Pro containing variants are less affected by 
pH changes over the range observed (Figure 4.2). 
 
 
Figure 4.2. pH dependence of the Em of several of the Az variants from this study. 
 
4.3.2 Spectroscopic investigations of Az variants 
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The UV‐vis and EPR spectra of the mutants from this study are shown  in Figure 4.3.  In 
general,  the variants containing  the Met44Phe and Gly116Phe mutations give nearly  identical 
electronic spectra compared to WT Az, indicating minimal structural perturbation at copper site. 
The  obvious  exception  to  this  is Met44Phe/Asn47Ser/Phe114Asn/Gly116Phe/Met121Leu  Az, 
which has a significantly altered visible spectrum and EPR spectrum as compared to WT Az.  In 
this  variant,  the  apparent  extinction  coefficient  of  the  610  nm  absorbance  is  decreased  to 
around  1,000 M‐1cm‐1  as  compared  to  the  ~5,000 M‐1cm‐1  extinction  coefficient  seen  in WT. 
Furthermore there is an equally intense absorbance at 400 nm in this variant. The intensity and 
position of these peaks was also seen to be highly dependent on pH (Figure 4.4).  
 
 
Figure 4.3. UV‐vis (left) and EPR (right) spectra of WT Az and the Az variants from this study. 
 
The EPR of Met44Phe/Asn47Ser/Phe114Asn/Gly116Phe/Met121Leu Az (Figure 4.3) also 
shows the presence of at least two species, one of which that is more like a T1 copper site and a 
second that is more T2 in character.  EPR simulations of this variant have not yet been achieved 
as we have been unable  to  isolate a pure version of any of  the observed  species  to use as a 
starting point  to derive  the spectrum of  the other species  through difference spectra. As with 
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the UV‐vis, the EPR of Met44Phe/Asn47Ser/Phe114Asn/Gly116Phe/Met121Leu Az is also highly 
dependent upon pH (Figure 4.3B). 
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Figure 4.4. pH dependence of  the UV‐vis  (left) and EPR signals  (right) of Met44Phe/Asn47Ser/ 
Phe114Asn/Gly116Phe/Met121Leu Az across the range from pH 4.0 to 11.0. 
 
It  is noteworthy  that Gly9Pro and Gly9Pro/Met44Phe/Gly116Phe give  relatively higher 
absorbance at ~460 nm and  in the region around 800 nm compared to the other variants and 
WT.  EPR  of  Gly9Pro  are more  rhombic  compared  to WT  and  indicate  the  possibility  of  two 
species, one similar to WT Az, and another distinctly rhombic signal. Interestingly, when Gly9Pro 
was  combined with Met44Phe and Gly116Phe,  the EPR  spectrum actually becomes more  like 
that  of WT  Az. When  comparing  the  relative  concentrations  of  the WT  like  species  to  the 
rhombic  species,  the  rhombic  species  is more prevalent  in Gly9Pro  as  compared  to Gly9Pro/ 
Met44Phe/Gly116Phe.  Table  4.2  gives  the  EPR  parameters  as  determined  by  simulation  for 
these two species and the other variants of interest from this study. 
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Table 4.2. Spectral parameters for Az variants. The extinction coefficient for G9P  is reported as 
the average of  the  two  species observed  from EPR, as  it  is  currently unknown which  species 
contributes  to  the  major  visible  absorbance  in  this  protein.  Extinction  coefficients  for 
Met44Phe/Asn47Ser/Phe114Asn/Gly116Phe  have  not  yet  been  calculated  and  EPR  for 
Met44Phe/Asn47Ser/Phe114Asn/Gly116Phe/Met121Leu  has  not  been  simulated  due  to  the 
presence of multiple species, which complicate the spectra.  
Az Variant  λmax (nm), ε (M‐1cm‐1)  gx (ax, G)  gy (ay, G)  gz (az, G) 
WT  627, 4898  2.031 (8)  2.058 (8)  2.264 (54) 
G9P (species 1)  620, 3978  2.029 (1)  2.056 (28)  2.257 (53) 
G9P (species 2)  2.023 (66)  2.056 (18)  2.248 (38) 
M44F  626, 2928  2.030 (9)  2.056 (9)  2.269 (55) 
G116F  624, 3381  2.031 (9)  2.057 (9)  2.261 (55) 
M44F/G116F  624, 3345  2.032 (8)  2.056 (8)  2.267 (54) 
M44F/N47S/F114N/G116F  622  2.030 (7)  2.052 (7)  2.267 (52) 
M44F/N47S/F114N/G116F
/M121L 
399, 1143 
610, 1265 
‐  ‐  ‐ 
 
4.3.3 Crystallographic investigations of Az variants 
We were able to crystalize and obtain molecular structures of several of the variants of 
interest  from  this  study  including  Gly9Pro, Met13Phe/Met44Phe, Met44Phe/Gly116Phe  and 
Met44Phe/Asn47Ser/Phe114Asn/Gly116Phe  Az.  The  refinement  parameters  for  Gly9Pro, 
Met13Phe/Met44Phe  and Met44Phe/Gly116Phe Az  are  shown  in  Table  4.3  below.  Those  for 
Met44Phe/Asn47Ser/Phe114Asn/Gly116Phe  Az  were  already  reported  in  Chapter  3  of  this 
thesis.  Table  4.4  shows  a  list  of  important  bond  lengths  from  the  X‐ray  structures  of  these 
variants. 
Table  4.3.  Crystallographic  and  refinement  parameters  for Met44Phe/Gly116Phe, Met13Phe/ 
Met44Phe and Gly9Pro Az. 
Crystal Data M44F/G116F M13F/M44F G9P 
Space Group P43212 P212121 P6122 
Unit Cell 
a (Å) 
b (Å) 
c (Å) 
(o)
 (o) 
(o)
 
58.68 
58.68 
219.67 
90.00 
90.00 
90.00 
 
53.90 
102.68 
149.94 
90.00 
90.00 
90.00 
 
48.43 
48.43 
281.25 
90.00 
90.00 
120.00 
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Table  4.3  cont’d.  Crystallographic  and  refinement  parameters  for  Met44Phe/Gly116Phe, 
Met13Phe/ Met44Phe and Gly9Pro Az. 
Crystal Data M44F/G116F M13F/M44F G9P 
Data collection 
statistics 
   
Wavelength (Å) 1.1 1.1 1.1 
Resolution (Å) 1.76 3.00 2.31 
Total number of 
reflections 
33265 14555 8526 
Number of 
unique 
reflections 
31375 5940 8130 
Completeness 
(%) 
84.6 99.9 91.4 
Refinement 
statistics 
   
Resolution (Å) 10.00-1.76 3.11-3.00 10.00-2.31 
R-all (%) 24.0 32.1 23.8 
R-work (%) 23.6 23.0 23.4 
R-free test (%) 5 5 5 
RMS Bond 
lengths (Å) 
0.005 0.004 0.005 
RMS Bond 
angles (°) 
0.021 1.318 0.020 
Metal Ion 3 6 2 
No. of water 
molecules 
367 60 185 
 
 
Table  4.4.  List  of  important  bond  lengths  observed  in  the  crystal  structures  obtained  in  this 
study.  Changes  in  distances  that  can  be  considered  significantly  different  based  on  the 
resolution of the structure38 are colored red. 
Variant (PDB 
Code if 
deposited, 
resolution Å) 
Atoms of 
Interest 
Molecule in the 
Asymmetric Unit Distance (Å) 
Average 
Distance (Å) 
Deviation 
from WT 
Distance (Å) 
WT (4AZU) 
SCys112-Cu 
A 2.27 
2.24 - B 2.27 C 2.24 
D 2.17 
NδHis46-Cu 
A 1.99 
2.08 - B 2.06 C 2.13 
D 2.12 
NδHis117-Cu 
A 2.11 
2.01 - B 1.98 C 1.96 
D 2.00 
SMet121-Cu A 3.18 3.15 - 
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Table 4.4 cont’d. List of  important bond  lengths observed  in the crystal structures obtained  in 
this  study.  Changes  in  distances  that  can  be  considered  significantly  different  based  on  the 
resolution of the structure38 are colored red. 
Variant (PDB 
Code if 
deposited, 
resolution Å) 
Atoms of 
Interest 
Molecule in the 
Asymmetric Unit Distance (Å) 
Average 
Distance (Å) 
Deviation 
from WT 
Distance (Å) 
WT cont’d 
(4AZU) 
 
B 3.16 
  C 3.21 
D 3.05 
OGly45-Cu 
A 2.84 
2.97 - B 2.95 C 3.05 
D 3.03 
OAsn10-NεHis46 
A 2.84 
2.87 - B 2.97 C 2.82 
D 2.85 
M44F/G116F 
SCys112-Cu 
A 2.20 
2.21 -0.03 B 2.21 
C 2.23 
NδHis46-Cu 
A 2.13 
2.11 +0.03 B 2.05 
C 2.14 
NδHis117-Cu 
A 2.21 
2.18 +0.17 B 2.19 
C 2.15 
SMet121-Cu 
A 3.44 
3.42 +0.27 B 3.43 
C 3.38 
OGly45-Cu 
A 2.71 
2.70 -0.37 B 2.68 
C 2.71 
M13F/M44F 
SCys112-Cu 
A 1.96 
2.01 -0.23 
B 2.75 
C 1.64 
D 1.96 
E 1.95 
F 1.82 
NδHis46-Cu 
A 1.96 
1.95 -0.13 
B 1.96 
C 1.94 
D 1.95 
E 1.95 
 F 1.95   
NδHis117-Cu 
A 1.95 
2.03 +0.02 
B 1.95 
C 1.95 
D 1.96 
E 1.97 
F 2.41 
SMet121-Cu 
A 3.57 
3.83 +0.68 
B 2.72 
C 4.44 
D 3.59 
E 3.75 
F 4.91 
OGly45-Cu A 3.41 3.37 +0.50 
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Table 4.4 cont’d. List of  important bond  lengths observed  in the crystal structures obtained  in 
this  study.  Changes  in  distances  that  can  be  considered  significantly  different  based  on  the 
resolution of the structure38 are colored red. 
Variant (PDB 
Code if 
deposited, 
resolution Å) 
Atoms of 
Interest 
Molecule in the 
Asymmetric Unit Distance (Å) 
Average 
Distance (Å) 
Deviation 
from WT 
Distance (Å) 
M13F/M44F OGly45-Cu 
B 3.34 
  
C 3.33 
D 2.97 
E 3.85 
F 3.29 
G9P 
SCys112-Cu A 1.97 1.97 -0.27 
NδHis46-Cu A 1.94 1.94 -0.14 
NδHis117-Cu A 1.95 1.95 -0.06 
SMet121-Cu A 2.79 2.79 -0.36 
OGly45-Cu A 3.04 3.04 +0.07 
OAsn10-NεHis46 A 2.94 2.94 +0.07 
 
4.3.4 Reactivity of high Em Az variants with horseradish peroxidase 
Given the observed Em values of both Met44Phe/Asn47Ser/Phe114Asn/Gly116Phe and 
Met44Phe/Asn47Ser/Phe114Asn/Gly116Phe/Met121Leu  Az,  we  decided  to  investigate  the 
reactivity of  these Az variants with horseradish peroxidase  (HRP). HRP  is a heme protein  that 
natively  reacts with peroxide  to  transfer oxidizing  equivalents  to organic  substrates  in  vivo.39 
Direct  conversion  of  HRP  from  the  ferric,  hexa‐coordinate  aquo  form  to  the  Fe(IV)  oxo, 
compound  II, and  from compound  II  to  the  further oxidized compound  I by addition of  single 
electron oxidants can be easily observed by UV‐visible spectrometry.40 Conversion to compound 
II  is  characterized  by  a  shift  in  the  heme  soret  from  417  nm  to  420  nm, with  a  concurrent 
increase in intensity. Compound I HRP is characterized by a significantly weaker soret with a λmax 
at  400  nm.  Both  transitions  also  occurat  ~950 mV  vs.  NHE  depending  on  the  pH,41  almost 
identical  to  the observed potential of Met44Phe/Asn47Ser/Phe114Asn/Gly116Phe/Met121Leu 
Az.  These  high  valent  oxidation  states  of  HRP  are  also  stable  for  hours  and  can  be  easily 
quantified.  
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The  compound  II  form  of  HRP  was  seen  spectroscopically  when  the  Met44Phe/ 
Asn47Ser/Phe114Asn/Gly116Phe/Met121Leu Az was added  to HRP at pH 11 or higher  (Figure 
4.5). This conversion to compound II was further confirmed by using compound II HRP to oxidize 
thioanisole.  Conversion  of  thioanisole  to  methyl  phenyl  sulfoxide  was  seen  when 
Met44Phe/Asn47Ser/Phe114Asn/Gly116Phe/Met121Leu Az and HRP were combined at pH 12. 
Unfortunately, similar conversion  to compound  II was seen  regardless of what Az variant was 
added  to HRP  showing  that  the mechanism of  conversion  is not  related  to  the  Em of  the Az 
variant.  Also,  when  sulfoxidation  reactions  were  conducted  in  H218O,  the  methyl  phenyl 
sulfoxide product was  consistently  seen  to  contain  16O  as opposed  to  18O  (Figure 4.6), which 
would  not  occur  if  the  compound  II  was  being  generated  by  direct  oxidation  of  the  hexa‐
coordinate aquo form of HRP to compound II HRP. 
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Figure 4.5. Spectral shifts seen in the HRP Soret upon addition of Az variants. 
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Figure  4.6.  GC  results  for  thioanisole  oxidation  with  HRP  in  the  presence  of  Met44Phe/ 
Asn47Ser/Phe114Asn/Gly116Phe/Met121Leu Az. 
 
At pH 10 or below, no reaction between Az and HRP was seen, even over the course of 
many  hours,  in  the  presence  of  50‐100  molar  equivalent  excess  of  Met44Phe/Asn47Ser/ 
Phe114Asn/Gly116Phe/Met121Leu Az relative  to  the HRP  in solution,  in  the presence of small 
molecule mediators to aid in ET, or when cytochrome c peroxidase was substituted for HRP. To 
confirm that the lack in reactivity is not due to poor electrical communication between HRP and 
Az, WT Az was used  to oxidize HRP  from  the Fe(II)  state  to  the Fe(III)  state, a  transition with 
much  lower Em.  It was  seen  that WT Az does,  in  fact, oxidize  the heme  in HRP  from Fe(II)  to 
Fe(III) over a matter of seconds, showing that electrical contact between Az and HRP does occur 
(data not shown).  
4.3.5 Reactivity of high Em Az variants with cytochrome p450 camphor 
As  no  reactivity  due  to  direct  one  electron  oxidation was  seen  between Met44Phe/ 
Asn47Ser/Phe114Asn/Gly116Phe/Met121Leu Az and HRP, we moved to a heme protein with a 
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lower Em as compared to HRP. We chose cytochrome p450 camphor (CYP101) as it has a lower 
Em (~700 mV) than HRP, and can be expressed recombinantly in high yield. The lab of Prof. Sligar 
(University  of  Illinois)  was  gracious  enough  to  give  us  access  to  the  protein.  Given  the 
uncertainties  about  Met44Phe/Asn47Ser/Phe114Asn/Gly116Phe/Met121Leu  Az;  i.e.  the 
presence  of  multiple  species,  not  knowing  what  species  is  responsible  for  the  954  mV  Em 
observed  in  CV  and  the  strong  pH  dependence  seen  in  this  variant,  all  of  which  make  it 
impossible to determine exactly how much active species  is  in solution with the heme protein, 
we decided  to  switch  to using Met44Phe/Asn47Ser/Phe114Asn/Gly116Phe Az. This quadruple 
mutant of Az  is fully T1 based on spectroscopy and has an Em above 600 mV, which should be 
sufficient to oxidize CYP101. 
The disadvantage of using CYP101  is that none of the high valent forms of this protein 
are  stable  for more  than  a  few  seconds,42,43 making direct observation of  the oxidized heme 
protein  impossible.  We  are  therefore  forced  to  rely  on  changes  to  the  Az  spectroscopic 
signatures to quantify reactivity. If CYP101 is being oxidized, the subsequent reduction of Az will 
produce a UV‐vis and EPR silent δ10 copper. When Met44Phe/Asn47Ser/Phe114Asn/Gly116Phe 
Az and the hexa‐coordinate aquo form of CYP101 were combined in solution at either pH 7.5 or 
pH 8.0, a decrease  in  the visible  signal of Az over  time was  seen. The  rate of  this decay was 
dependent  upon  the  amount  of  Met44Phe/Asn47Ser/Phe114Asn/Gly116Phe  Az  relative  to 
CYP101, as expected for an ET reaction, but was very slow overall, taking many minutes just to 
lose enough  signal  to account  for one molar equivalent of Az  (Figure 4.7).  Loss of  the UV‐vis 
signal of a T1 cupredoxin can, however, be a consequence of reactions other than reduction of 
the copper site. The most common occurrence  is  loss of copper from the copper site. When a 
lower potential Az  variant was used or CYP101 was omitted  from  solution, no  loss of  the T1 
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copper LMCT peak was seen, showing that the bleaching of the LMCT signal is not due to copper 
loss or instability of the protein in solution. 
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Figure 4.7.   UV‐vis of 20 molar  equivalents of Met44Phe/Asn47Ser/Phe114Asn/Gly116Phe Az 
bleaching over time in the presence of CYP101. 
 
This bleaching of the blue peak in Met44Phe/Asn47Ser/Phe114Asn/Gly116Phe Az in the 
presence of CYP101 was also observed under  stop‐flow  conditions  (Figure 4.8). Originally we 
had hoped to see some amount of oxidized CYP101 signal at shorter time points, but this was 
not seen. Stopped‐flow analysis did show that the Az signal  is stable up to 100 seconds before 
significant bleaching is seen, at least under the conditions used here. 
While no bleaching of Met44Phe/Asn47Ser/Phe114Asn/Gly116Phe Az was seen without 
CYP101, there  is a remote possibility that protein‐protein  interactions between Az and CYP101 
are causing the Az to lose copper, or unfold. This possibility is especially concerning because the 
CYP101 protein used here has a His‐tag to aid with purification, which has an affinity for copper, 
although much lower than the copper affinity of typical Az variants. To ensure that the bleaching 
of  the  LMCT band  is not  the  cause of  copper  loss or unfolding  specifically  in  the presence of 
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CYP101, EPR of Met44Phe/Asn47Ser/Phe114Asn/Gly116Phe Az  in the presence of CYP101 was 
monitored over time. With EPR, if the copper remains in the Cu(II) state, the relative area of the 
EPR signal in the copper region of the spectrum will not change. If Az is being reduced over time, 
the total area of the copper signals will decrease, as the EPR silent δ10 form accumulates. In this 
case, consistent  loss  in EPR signal that corresponded to the same amount of signal  loss  in the 
UV‐vis  of  the  same  sample  was  seen.  Conversely,  when  Met44Phe/Asn47Ser/Phe114Asn/ 
Gly116Phe  Az  alone  was  in  solution  with  no  CYP101,  the  UV‐vis  and  EPR  signals  remained 
constant over the course of the experiment. Furthermore, when Cu2+ was added tothe bleached 
Az, no recovery of UV‐vis signal was seen (Figure 4.9). 
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Figure 4.8. Stopped‐flow UV‐vis of 10 molar equivalents of A) Met44Phe/Asn47Ser/Phe114Asn/ 
Gly116Phe Az and B) Phe114Pro/Met121Gln Az in the presence of CYP101 over 10 minutes time. 
C) Met44Phe/Asn47Ser/Phe114Asn/Gly116Phe  Az  only  in  solution  over  the  same  amount  of 
time. 
 
As a  second,  independent proof of CYP101 oxidation,  sulfoxidation of  thioanisole was 
again  observed.  When  Met44Phe/Asn47Ser/Phe114Asn/Gly116Phe  Az  and  CYP101  were 
combined in solution, a small amount of methyl phenyl sulfoxide was seen via GC (4.10). 
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Figure 4.9. EPR of Met44Phe/Asn47Ser/Phe114Asn/Gly116Phe Az and CYP101  in solution over 
time  (left) and comparison of  the relative UV‐vis and EPR signals after 6 hours  for  the sample 
containing both CYP101 and Az vs. only Az over the same time period.   
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Figure  4.10.  GC  results  of  CYP101  sulfoxidation  of  thioanisole  with  Met44Phe/Asn47Ser/ 
Phe114Asn/Gly116Phe Az as the oxidant. 
 
4.4 Discussion    
4.4.1 Spectroscopic features of Phe containing variants and implications to Em 
As was  previously  stated,  the UV‐vis  and  EPR  spectra  of most  of  the  Phe  containing 
variants studied here are effectively unaltered from the WT spectra suggesting that the overall 
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site geometry has not changed significantly.5,44,45 The exception to this is the nearly 1 V variant, 
Met44Phe/Asn47Ser/Phe114Asn/Gly116Phe/Met121Leu  Az,  in  which  the  UV‐vis  spectrum 
shows a ~5 fold decrease the apparent absorptivity of the ~600 nm peak compared to WT Az, as 
well as an equally  intense absorption band at 400 nm  that  is not  seen  in WT Az. Absorbance 
around 400 nm  can be ascribed  to  σ  dx2‐y2  LMCT,5,44,45 which  is  the  strongest absorbance 
seen in T2 copper sites. The EPR also shows a mixture of at least two species, one that is more 
T1  like and a second that  is more T2  like. The spectroscopy of this variant  is highly dependent 
upon pH as well, unlike WT Az which is mainly stable throughout the pH range from pH 4 to pH 
12. 
The exact cause of this deviation from the WT spectroscopy  is not entirely known, but 
similarities to previously published Az variants gives a clue. When compared to the spectroscopy 
seen  in His117Gly,  that  of Met44Phe/Asn47Ser/Phe114Asn/Gly116Phe/Met121Leu  Az  is  very 
similar.46‐50 As such, it seems that the Cu‐NHis117 interaction is broken in this variant, likely leaving 
the copper with only two ligands, which is commonly seen for Cu(I) complexes. This hypothesis 
is further supported by the fact that Cu‐OH signals can be seen in the EPR of this protein at high 
pH  (Figure  4.4  B),  showing  that  the  copper  is  open  to  coordination  by  exogenous  ligands. 
Titration of Met44Phe/Asn47Ser/Phe114Asn/Gly116Phe/ Met121Leu Az with other exogenous 
ligands  like  imidazole  also  produced  spectral  changes  (data  not  shown). As was  discussed  in 
Chapter 3 of this thesis, crystallographic evidence of the weakening of this Cu‐NHis117 bond was 
also  seen  in  the  variant Asn47Ser/Phe114Asn Az. As  both  of  those mutations  are  present  in 
Met44Phe/Asn47Ser/Phe114Asn/Gly116Phe/Met121Leu  Az,  it  is  very  likely  that  the  same 
occurs in this protein. Finally, weakening of this interaction also explains the significant increase 
in Em seen  in this variant, as His117Gly Az was seen to have an Em about 300 mV above that of 
WT Az.49  
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4.4.2 Spectroscopic features of Gly9Pro Az and effects on Em 
While primarily T1  in  character,  the UV‐vis  spectrum of Gly9Pro does  show  increased 
absorbance  at  475  nm  and  above  700  nm. Absorbance  in  the  600  nm  region  of  cupredoxin 
proteins is ascribed to π  δx2‐y2 LMCT, whereas absorbances at higher energy, typically around 
400 nm, can be attributed  to σ  δx2‐y2 LMCT. The  region near 800 nm and verging  into  the 
near  IR contain Cu δδ transitions that are symmetry forbidden and, therefore, typically very 
weak  in WT  Az.5,44,45  The  changes  in  the  intensities  of  these  regions  clearly  indicate  slight 
perturbation of  the geometry of  the copper site  in Gly9Pro. The EPR of Gly9Pro also supports 
the hypothesis of site distortion  in this variant, as  it shows a distinctly rhombic signal due to a 
second species in equilibrium with a primarily T1 species. 
The  variance  in  the  spectroscopy  relative  to  WT  Az  shows  the  importance  of  the 
hydrogen bond between His46 and  the protein backbone  in maintaining proper positioning of 
His46  and  overall  site  geometry.  G9P  likely  affects  the  positioning  and  possibly  the 
conformational freedom of His46, as  indicated by the presence of 2 species. This hypothesis  is 
also supported by the crystal structure of this variant, which is discussed below. 
More  interesting than  its effect on the relative positioning of the Em of Az  is the effect 
G9P has on the pH profile of Az. While the Em of WT Az changed by more than 135 mV in the pH 
range from 4 to 9, Gly9Pro changes by less than 115 mV over the same range. When combined 
with Met44Phe and Gly116Phe, the change in Em of the protein across the entire range was only 
100 mV. The region of the protein containing Gly9,  in particular the region surrounding His35, 
has long been proposed to be involved in the pH dependence of the Em of Az.37 As such, it is not 
surprising  that  the pH profile of  the Em of Az  is altered  from WT Az by  the Gly9Pro mutation. 
These results show that Gly9Pro could be used in conjunction with other mutations to develop a 
pH independent Az.  
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4.4.3 Crystal structure analysis of Phe containing Az variants 
The crystal structures of Met44Phe/Gly116Phe and Met13Phe/Met44Phe are shown  in 
Figure  4.11.  In  agreement  with  the  spectroscopic  characteristics  of  the  variant,  the  crystal 
structure of Met44Phe/Gly116Phe shows little to no perturbation of the geometry of the copper 
site  from  that  of  WT.  A  relatively  shorter  Cu–OGly45  (by  0.27  Å)  was  observed,  which  is 
compensated  for by the  longer Cu–SMet121  (by 0.27 Å). This shift  is  likely a consequence of site 
depolarization  induced by the addition of hydrophobic Phe residues near His117, which would 
intensify  the  ionic  interaction  between  this  carbonyl  and  the  copper.  The  Cu–NHis117  bond  in 
Met44Phe/Gly116Phe  is also 0.15 Å  longer  than WT. This weaker bond also will contribute  to 
the relatively higher Em of M44F containing mutants. 
Comparing Met44Phe to Gly116Phe, the two mutations have a very different amount of 
steric crowding. Phe44 is oriented directly towards His117 and is blocked from rotating around 
the methylene bond by the surrounding loop regions and residue side chains. Phe116 is actually 
oriented away from His117 in the crystal structure, but is likely able to freely rotate around the 
methylene bond and sterically crowd His117  in a similar  fashion  to Phe44 at  least part of  the 
time (Figure 4.11 A). 
Notably, the imidazole ring of His117 in Met13Phe/Gly116Phe is not as perturbed as in 
Met44Phe/Gly116Phe  (Figure  4.11 B). While  Phe13  is  oriented  towards His117  in  the  crystal 
structure, which  is  likely a consequence of another molecule of the asymmetric unit pushing  it 
that way, there is nothing behind Phe13 to keep it from rotating away from His117 in solution. 
Furthermore,  Phe13  sterically  interferes with  Phe44  in  the  crystal  structure,  pushing  Phe44 
further away from His117, which explains why combining M44F and M13F  in the same protein 
results in a protein with a lower Em than just M44F and suggests that Phe13 may be more stable 
turned away from His117 in solution. 
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Figure 4.11. Crystal  structures of A) Met44Phe/Gly116Phe and B) Met13Phe/Met44Phe Az.  In 
both  panels, WT  Az  is  shown  with  a  blue  backbone,  cyan  carbon  and  copper  atoms,  blue 
nitrogen  atoms  and  yellow  sulfur  atoms.  For  Met44Phe/Gly116Phe,  the  backbone,  carbon 
atoms and copper atoms are shown in light red with nitrogen atoms in blue and sulfur atoms in 
yellow.  In  the Met13Phe/Met44Phe,  the  backbone,  carbon  and  copper  atoms  are  shown  in 
orange, nitrogen atoms in blue and sulfur in yellow. 
 
  Aspects of the Met44Phe/Asn47Ser/Phe114Asn/Gly116Phe Az structure were discussed 
in Chapter 2 and 3. The key features of each mutation that contribute to the increase in Em in all 
the other  crystal  structures were  also  seen  in  the  structure of  this  variant.  Interestingly,  the 
combination of  all  these  variants  seems  to promote hydrogen  bonding between Asn114  and 
Gly45, as was discussed in Chapter 3. 
4.4.4 Crystallographic analysis of Gly9Pro Az 
  The crystal structure of Gly9Pro that was obtained shows that the relative geometry of 
the  copper  site was  relatively unperturbed by  the mutation  (Figure 4.12), which  is  surprising 
based on the variations in the spectroscopic features discussed earlier. It is conceivable though 
that we preferentially crystallized one of the two species observed  in EPR. The hydrogen bond 
between Asp10 and His46 is lengthened by nearly 0.1 Å, which likely explains the effect seen to 
A  B
His46 
Cys112 
His117 
Gly116Phe Met44Phe 
Cys112 
His117 
His46 
Met44Phe 
Met13Phe 
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the Em of  the protein. However,  the  resolution of  this  structure  is not  sufficient  to  tell  if  this 
lengthening  is  real.  The  region  immediately  surrounding  the  mutations  is  also  significantly 
altered  from WT, with  the  backbone  of Gln8  and  Pro9  completely  flipped  from  their  native 
positions in WT Az. 
 
Figure  4.12.  Crystal  structure  of  Gly9Pro.  Important  residues  are  shown  in  ball‐and‐stick 
representation. For WT Az,  the  carbon and  copper atoms are  shown  in  cyan and  the protein 
backbone  is  in  blue.  For  the  Gly9Pro  variant,  carbon  atoms,  copper  atoms  and  the  protein 
backbone are  in green. For both proteins, nitrogen atoms are  shown  in blue,  sulfur atoms  in 
yellow and oxygen atoms in red. The distance of the hydrogen bond between His46 and Asn10 is 
also shown for each protein, green for Gly9Pro and blue for WT Az. 
 
  4.4.5 Reactivity of high Em Az variants with heme proteins 
  Initial  attempts  to  use Met44Phe/Asn47Ser/Phe114Asn/Gly116Phe/Met121Leu  Az  to 
oxidize HRP were unsuccessful. Given  that  electronic  communication between Az  and HRP  is 
possible based on the oxidation of Fe(II) HRP with WT Az, the most likely reason for this lack of 
reactivity  is either that Met44Phe/Asn47Ser/Phe114Asn/Gly116Phe/Met121Leu Az does not  in 
fact  have  a  Em  of  954 mV,  or  that  the  disruptions  to  the  site  caused  by  so many mutations 
Gln8 
Gly9Pro 
Asn10 
His46 
His117 
Cys112 
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destroy  the  ability  of  this  protein  to  efficiently  transfer  electrons. As we  have  clear  CV  data 
showing a  reversible peak at 954 mV  (Figure 4.13), we are  confident  that at  least one of  the 
species  of  this  protein  does  have  this  observed  Em.  However,  there  is  currently  no  way  to 
determine which species is responsible for the high Em, or to calculate how much of the 954 mV 
species is in solution. When present, the 954 mV species may also be highly unstable, as this Em 
is sufficiently high to oxidize Tyr or Trp residues, of which there are three in Az. 
 
 
Figure 4.13. CV of Met44Phe/Asn47Ser/Phe114Asn/Gly116Phe/Met121Leu Az. 
 
  Comparison  of  Met44Phe/Asn47Ser/Phe114Asn/Gly116Phe/Met121Leu  Az  to  the 
previously reported His117Gly Az variant suggests that low ET rate may be related to the lack of 
reactivity.  In His117Gly Az,  the ET  rate was observed  to be 200  fold  slower  than  in WT Az.47 
Given the spectroscopic similarities between His117Gly Az and the high Em variant studied here, 
there  is  likely a similar effect  in Met44Phe/Asn47Ser/Phe114Asn/Gly116Phe/Met121Leu Az as 
well. Although it may have a significantly higher Em, this significantly lowered ET rate could make 
Met44Phe/Asn47Ser/Phe114Asn/Gly116Phe/Met121Leu  Az  effectively  inert  when  oxidizing 
other proteins. Unfortunately, the loss of the His117 ligand likely also results in the desired Em. 
This issue may be fixed, however, by forcing Cl‐ to bind to the copper. In previous report about 
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His117Gly,  the Cl‐ bound  form was seen  to have a similarly high Em  to  the  form without Cl‐  in 
solution, but the rate of ET was still nearly half of that observed in WT Az.47 Current efforts focus 
on  re‐investigating  the  reactivity  between  Met44Phe/Asn47Ser/Phe114Asn/Gly116Phe/ 
Met121Leu Az and HRP under high Cl‐ concentration. 
  The  reactivity  between Met44Phe/Asn47Ser/Phe114Asn/Gly116Phe Az  and  CYP101  is 
very  interesting,  particularly  because  CYP  enzymes  are  difficult  to  oxidize  because  the 
electroactiveheme  cofactor  is buried deep within  the protein  and  is not  readily  accessible  to 
oxidants.51 The combination of the UV‐vis, EPR and sulfoxidation data convincingly show that Az 
is  capable of  functioning  as  an  electron  carrier  for  oxidation of  other proteins. At  least with 
CYP101, ET  is currently very slow, taking several minutes to hours to remove the equivalent of 
one  electron  from  CYP101  depending  on  the  relative  concentration  of Az  to  CYP101.  This  is 
partly  because  the  Em  of  Met44Phe/Asn47Ser/Phe114Asn/Gly116Phe  Az  is  ~100  mV  below 
CYP101, making the ET reaction unfavorable. Therefore, finding a way to get higher Em variant, 
Met44Phe/Asn47Ser/Phe114Asn/Gly116Phe/Met121Leu Az,  to  efficiently  transfer  electrons  is 
critical. 
4.5 Summary 
In  this  study we have  shown  that  the  secondary coordination  sphere  surrounding  the 
His ligands in the cupredoxin Az is also important for modulating Em in Az. We have also shown 
that  the  protein  environment  alone  is  sufficient  to  increase  the  Em  of  cupredoxins  to  1  V, 
without  any  further  ionic  contribution  from  alternate  metal  sites,  such  as  those  found  in 
laccases and ceruloplasmin. The nearly 1 V Az variant was developed by combining mutations 
that perturbed hydrogen bonding around the His ligand in Az. The best of these mutations were 
then combined with mutations from our previous studies to further inflate the Em of the protein. 
 125 
 
In the process, we discovered new variants that affect the Em of Az and were able to determine 
theeffects on Em of most of these combined with previously reported mutations.  
Gly9Pro has a dramatic effect on the Em, spectroscopy, and the pH profile of the Em  in 
Az. This mutation alters the  interaction between His46 and the backbone carbonyl of Asp10. It 
also causes a significant re‐arrangement  in the backbone of the protein surrounding Pro9. This 
re‐arrangement of  the backbone undoubtedly has  the highest  contribution  to  the altered pH 
dependence of Az, as this area of the protein has previously been shown to govern the change 
in Em with pH.37 
We also show that depolarizing the region of the protein surrounding His117 can raise 
the  Em  of  Az  substantially.  Two mutations, Met13Phe  and Met44Phe,  have  been  previously 
investigated  by  other  groups,27,37  but  their  molecular  effects  were  previously  unclear. 
Gly116Phe, a previously unreported variant, was also seen to have a moderate effect on the Em 
of Az.  Crystal  structures  of  two Az  variants  containing Met13Phe, Met44Phe  and Gly116Phe 
show  that  simply  introducing  hydrophobicity near  the  copper binding  site of  a  cupredoxin  is 
insufficient to produce a predictable increase on Em as shown by the introduction of Met13Phe. 
The exact positioning of the mutations is critical for avoiding secondary effects that negate any 
desolvation effects that raise the Em. With these studies as a guide, we are well on our way to 
developing a  functional 1 V T1  copper  site  in a  small  soluble protein  that  could be used as a 
strong oxidant in bio‐inspired devices such as biological photo‐ or fuel‐cells. 
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Chapter 5 
 Studies of CuA Azurin Redox Chemistry by Altering Secondary Coordination  
Sphere Interactions 
5.1 Introduction 
5.1.1 The CuA site 
The purple CuA site is a relatively recently discovered electron transfer (ET) site that has 
been  shown  to play a critical  role  in  long  range ET  in complex proteins  such as cytochrome c 
oxidase  (CcO),  the  terminal  oxidase  in  the  respiratory  chain  that  is  responsible  for  energy 
production in all aerobic organisms.1‐3 The two copper ions composing the site are coordinated 
by two bridging Cys residues and two His residues, one for each copper, as well as several  more 
distant ligands and ionic interactions (Figure 5.1 B).4 The coordination of the copper ions in the 
CuA site, results in the formation of a copper‐copper bond and a novel, delocalized, mixed‐valent 
Cu(1.5)Cu(1.5)  electronic  configuration.3,5‐10  During  ET,  this  site  cycles  between  the 
Cu(1.5)Cu(1.5) and  the Cu(1)Cu(1)  states, and CuA has been  shown  to be one of  the most 
energetically efficient ET sites in biology outcompeting even type‐1 (T1) copper sites.11‐13 
While  the  CuA  site  is  exceedingly  interesting  from  the  perspectives  of  fundamental 
coordination chemistry, ET and biochemistry,  it has historically been difficult  to study because 
the  CuA  site  natively  occurs  only  in  large, multi‐domain, membrane  bound  proteins,  bearing 
multiple chromophores with overlapping spectroscopic signals. To overcome  these challenges, 
the CuA site was previously engineered into the blue copper protein azurin (Az), and other blue 
copper proteins, which are related and also participate in ET in vivo.14‐17 Structurally, Az (Figure 
5.1 A) and  the CuA domain of CcO are  largely  composed of a  similar Greek key  β‐barrel  fold, 
differing only  in the copper binding  loop. Here, native Az only accommodates a single thiolate 
bound  copper, while  CuA  contains  the  dinuclear, mixed  valent  site.  By  replacing  the  copper 
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binding  loop of Az with the sequence  for the copper binding  loop of CcO, the blue copper, T1 
protein was converted into a purple CuA site‐containing protein. This engineered protein, named 
CuA azurin  (CuA Az),  is both  spectroscopically and  structurally  similar  to  the native CuA  site, as 
supported by crystallographic results.14 
 
 
Figure 5.1. Comparison of the molecular structures of A) T1 Az and B) CuA Az. The full structures 
of the protein are shown to the left and enlargements of the copper binding sites of the proteins 
are  shown  to  the  right.  In  the  enlargements,  the  protein  backbone  is  translucent  for  clarity, 
while important residues are shown in ball‐and‐stick representation. Carbon atoms are shown in 
cyan, nitrogen atoms in blue, oxygen atoms in red, sulfur atoms in yellow and copper in green. 
Hydrogen bonding interactions that were altered in this study are shown as dashed red lines. 
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5.1.2 Reduction potential tuning in copper sites 
A  much  debated  question  in  the  study  of  ET  sites  in  proteins  is  how  the  protein 
environment, hydrophobicity, hydrogen bonding, solvent interactions, etc. affect the properties 
of  the  redox active  site.18  In previous  chapters  (Chapters 2, 3 and 4),  it was  shown  that  such 
secondary coordination sphere interactions have a dramatic effect on the redox potential (Em) of 
T1 proteins. Such effects have also  recently been  shown  to alter  the Em of a variety of other 
proteins.18‐27  In  the  case of CuA, many conflicting  studies have been published,  some  showing 
that  the  effects,  such  as  hydrophobicity,  have  little  effect  on  properties  like  the  Em  in  CuA,28 
while others show exactly the opposite.29  
There has been much focus attributed a Met residue in CuA sites, synonymous with the 
axial Met  residue  in  the  blue  copper  site.  The  results  have  not  been  conclusive,  but  show  a 
similar trend to that seen in the blue copper site, i.e. higher Em with higher hydrophobicity and 
vice versa.28‐30 However, the total change  in Em seen upon mutation  is significantly  less than  in 
the T1 site. This reduced effect  is surprising, considering that the Cu‐SMet distance  in most CuA 
containing proteins, including CuA Az, is actually shorter than in the T1 site. 
It has been proposed that, unlike T1 proteins, the robust “diamond core” of the CuA site 
is  less  susceptible  to  changes  in  the  surrounding  protein  environment.28  However,  direct 
comparison of the effects seen  in native CuA with those observed  in T1 copper sites  is difficult. 
This  is  largely due  to  the  fact  that, although  the sites are similar,  they are ultimately  found  in 
different  protein  scaffolds with much  different  protein  environments  and  different  distances 
between residues and the copper binding site. We have shown in previous chapters that these 
effects within the protein are critical for fine‐tuning the electronic properties of the metal site.18 
Therefore, a secondary coordination sphere  interaction that may have a strong effect on Em  in 
one protein may be negligible in a similar protein, despite the redox active sites being identical.  
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However, the Lu lab is in a unique position to separate the effects of the active site and 
the protein scaffold, because the engineered CuA Az protein, is nearly identical to T1 Az. Of the 
amino acids in the two proteins, 128 total in T1 Az and 130 total in CuA Az, the first 112 amino 
acids  are  identical  between  the  two  proteins  (i.e.  the  proteins  are  >  85 %  identical).14,16  For 
comparison,  typical  T1  cupredoxins  have  <  30  %  sequence  identity.31  More  importantly, 
comparison of the crystal structures of T1 Az and CuA Az reveals that the backbones of the two 
proteins  overlay  almost  identically,  except  in  the  areas  where  there  is  a  direct  change  to 
accommodate  the  larger CuA site.14,16,32 This high  level of similarity between T1 Az and CuA Az 
eliminates most of  the  variation  introduced by different protein  scaffolds  (hydrogen bonding 
networks, net dipoles and variation in the position of the backbone) allowing a more meaningful 
direct comparison of the effects of similar mutations between the two proteins can, therefore, 
be made. 
5.1.3 Goals 
In previous  chapters, we  showed  that  secondary  coordination  sphere effects,  such as 
hydrogen bonding and hydrophobicity can tune the Em of T1 Az site across the entire range of Em 
values  observed  in  native  T1  proteins.18  Placing  the  CuA  site  into  a  T1  protein  scaffold was 
allowed  us  the  unique  opportunity  to  make  a  direct  comparison  between  the  effects  of 
mutations  in  both  the  T1  and  CuA  sites.  In  this  study,  we  extended  two  of  the  secondary 
coordination  sphere mutations previously made  in T1 Az  (Asn47Ser and Glu114Pro)  to CuA Az 
(Asn47Ser and Glu114Pro). In the process, we showed that the Em of the CuA site can be tuned 
by altering hydrogen bonding networks similarly to the T1 site, although to a lesser extent than 
the T1  site. The data presented here  fits well with previously  reported  results concerning  the 
effect of hydrophobicity near the CuA site and shows that the delocalization of metal and ligand 
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character  across  the  larger  CuA  site  does  make  the  CuA  site  less  affected  by  single  point 
mutations in the protein. 
5.2 Materials and Methods 
5.2.1 Preparation of CuA Azurin Variants 
The N47S and E114P mutants were constructed, expressed and purified  following  the 
reported procedure.33,34 Proteins were expressed  in the metal free, apo‐ form and copper was 
added as a freshly prepared 1:1 mixture of 5 mM CuSO4 and Cu(ACN)4(ClO4), on ice with stirring. 
Full  copper  incorporation was  considered  the  point  at which  the  visible  absorbances  of  the 
protein did not  further  increase upon addition of more copper. Copper bound and metal  free 
protein  were  then  separated  by  passing  the  protein  over  a  HP‐Q  sepharose  column  (GE 
Healthcare) equilibrated in 50 mM ammonium acetate buffer at pH 6.0. 
5.2.2 Spectroscopy Measurements  
UV‐visible  absorption  spectra were  recorded  in  buffer  containing  50mM  ammonium 
acetate  (pH  5.1) on Cary 5000 UV‐Vis‐NIR  spectrophotometer  at  ambient  temperature. Mass 
spectra were measured on Macromass Quattro II Mass Spectrometer and processed by Waters 
MassLynx  data  system.  EPR  spectra were  recorded  using  a  Varian  E‐line  12”  Century  Series 
X‐Band CW spectrometer at 30 K. The protein samples were prepared in TIP7 buffer mixed with 
50% glycerol. Simulation of EPR spectra was performed using the Simpow635,36 software package 
to determine g and A║ values.  
5.2.3 Electrochemical Measurements  
Cyclic  voltammetry  was  performed  on  CH  Instrument  model  620A  Electrochemical 
Analyzer (Austin, TX), following the reported procedure for CuA Az. Pyrolytic graphite edge (PGE) 
electrodes,  assembled  according  to  previously  published  procedures,37  were  polished  with 
alumina  (0.3  and  0.05  µm),  rinsed  and  coated  using  didodecyldimethylammonium  bromide 
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(DDAB) in chloroform (10 µL, 10 mM) as co‐adsorbent. The DDAB‐film PGE electrode was kept in 
a  closed  tube  for  slow  drying  overnight.  Platinum wire was  used  as  auxiliary  electrode  and 
Ag/AgCl as reference electrode (Bioanalytical Systems, West Lafayette, 1N, 3M NaCl). The cyclic 
voltammetry was  performed with  the  electrodes  assembled  following  a  previously  published 
procedure.37  The  protein  sample  was  degassed  with  nitrogen  prior  to  measurement.  The 
assembled electrodes were immersed in the cold, degassed protein solution and measurement 
was conducted at 4 ˚C with scan rate of 0.5 V/s. All reported readings were converted to NHE 
potentials by adding 210 mV to the value obtained vs. the Ag/AgCl reference.  
5.2.4 Redox Titrations   
Redox  titrations of CuA Az were performed as previously described.38 Protein samples, 
0.1‐0.2 mM, were prepared  in degassed 50 mM NH4OAc buffer  (pH 5.1) and  titrated with 10 
aliquots of 2‐6 mM  [Ru(NH3)5Py](ClO4)2,  synthesized as previously  reported,39 under a  flow of 
argon. The absorption change of Amax at ψ→ψ* transition region (770 nm) was monitored. The 
reduction potential of the protein can be calculated using equation (1)11 
 
where K can be obtained from 
  
K   = equilibrium constant 
Amax   = maximum absorbance of CuA azurin at ψ→ψ* transition region 
A°max   = maximum absorbance of fully oxidized CuA azurin at ψ→ψ* transition region 
E = ERu + 
RT
nF    
ln K           (1) 
(2) K =  
 –1 
    εmax [Ru]t 
  
(A°max – Amax) 
– 1 
 (A˚max– Amax) 
 
         Amax 
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εmax      = extinction coefficient of Amax 
[Ru]t   = total concentration of ruthenium ions 
 
By extraplorating the plot of K vs. equivalent number of [Ru(NH3)5Py](ClO4)2 to zero, the 
intercept K  value  can be used  for Em  calculation.11,38 The  reduced CuA Az mutants  can be  re‐
oxidized  by  titrating  with  ammonium  cerium(IV)  nitrate  (E°Ce4+/3+  =  1.72  V),  indicating  the 
reversibility of the redox center. 
5.3 Results     
5.3.1 Electrochemical Studies of Asn47Ser and Glu114Pro CuA Az 
The  Em  of  CuA Az  variants were  determined  using  cyclic  voltammetry  (CV)  and  redox 
titration under multiple conditions  in order  to ensure  that  the  trends observed are consistent 
(Figure 5.2). Previous data for unmodified CuA Az was collected by CV at pH 5.1.38 We therefore 
started by reproducing these previous results. The observed Em for CuA Az is 264 ± 4 mV vs. the 
normal hydrogen electrode (NHE), which is close to the previously reported value (271 ± 7 mV). 
After reproducing the results previously obtained for the unmodified protein, we then measured 
Em  values  for  the mutants  of  CuA  Az.  The  Asn47Ser mutation  in  CuA  Az  exhibited  a  similar 
electrochemical  trend  as  Asn47Ser  in  T1  Az,  giving  an  Em  73 mV  higher  than  “wt”  CuA  Az. 
Interestingly,  the magnitude of  the  change  in Em  caused by  this mutation  in CuA Az was only 
about half of the change produced by the equivalent mutation in T1 Az.18 
Unfortunately, we were unable to determine a reliable Em for Glu114Pro CuA Az under 
the conditions reported above. We, therefore, re‐collected CV at pH 7.0. The higher pH serves to 
make the protein more anionic, which will increase its amount of interaction with the positively 
charged DDAB film that was used to modify the graphite electrode. Under these conditions, CV 
for all three proteins were measured. The observed Em values for unmodified CuA Az, Asn47Ser 
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CuA Az and Glu114Pro CuA Az were 277 ± 21 mV, 307 ± 7 mV and 235 ± 3 mV respectively. While 
the magnitude of the difference between unmodified CuA Az and Asn47Ser CuA Az is not as great 
as compared  to  the data collected at pH 5.1,  the  trend  is still present. Furthermore,  the data 
also shows that the Glu114Pro mutation lowers the Em of CuA Az, as the similar mutation did in 
T1 Az. Again, the total amount of change from unmodified CuA Az to Glu114Pro CuA Az (‐42 mV) 
is much  less  than  the  change  seen  in  the  T1  site  (‐94 mV).18  In  fact,  the magnitude  of  the 
difference seen in CuA Az due to this mutation is about half of that seen in the T1 site.  
 
 
Figure 5.2.   Representative CV for A) unmodified CuA Az, B) Glu114Pro CuA Az, C) Asn47Ser CuA 
Az at pH 7.0. The CV  in  the center corresponds  to  the background subtracted data, while  the 
outside CV is the raw data. 
 
In order to confirm the potential trend seen on the polymer modified PGE electrode, we 
further determined the Em of CuA Az and the mutants using spectrophotometric redox titration 
(Figure 5.3 and 5.4) with [Ru(NH3)5Py](ClO4)2] at pH 5.0. The Em of unmodified CuA Az as obtained 
by  redox  titration  agrees  very  well  with  the  previously  reported  value  (Em  =  254  ±  4 mV) 
obtained with the same method. An Em value of 275 ± 14 mV, +21 mV from unmodified CuA Az, 
was seen for Asn47Ser CuA Az and 214 ± 8 mV, ‐40 mV from unmodified CuA Az, for Glu114Pro 
CuA Az.  
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Figure 5.3. Representative UV‐vis monitored redox  titrations of A) CuA B) Asn47Ser CuA and C) 
Glu114Pro  CuA  Az.  The  arrows  indicate  the  direction  of  the  changes  seen  upon  addition  of 
titrant.  The  growing  absorbance  at  400  nm  is  due  to  addition  of  [Ru(NH3)5Py](ClO4)2. Due  to 
spectral overlap between the CuA proteins and the titrant at  lower wavelengths, the change  in 
absorbance at 770 nm was used for Em calculations. 
 
 
 
Figure 5.4. Plots of  the calculated equilibrium constants at each  [Ru] used  for  titrating CuA Az 
and the variants. Extrapolation of this data back to [Ru] = 0 allows for calculation of the Em of the 
protein by equation (1).  
 
5.3.2 Spectroscopic studies of Asn47Ser and Glu114Pro CuA Az 
The  tabulated  spectroscopy  data  for  Asn47Ser  and  Glu114Pro  is  given  in  Table  5.1. 
Figures 5.5 shows the electronic and EPR spectra of CuA Az and its variants studied here. The UV‐
vis spectra of both variants are similar to that of CuA Az. In fact, there is less perturbation to the 
UV‐vis  spectra  in  the  variants  studied  here  than was previously  seen  in  the Met123  variants 
published  earlier,28  suggesting  that  the mutations made  here  have  even  less  effect  on  the 
geometry  of  the  copper  site  than  those  of  the  nearby  axial methionine.  All  samples  show 
A B C
A B C
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characteristic  intense  charge  transfer  bands  at  ~480  and  530  nm,  corresponding  to 
Scys(px)→Cuψ*(HOMO)  and  Scys(py)→Cuψ*(HOMO);  and  a  weaker  band  at  ~760‐780  nm, 
assignable  to  Cu‐Cu  ψ→ψ*  transitions.  However,  Glu114Pro  displays  a  red  shift  in  ψ→ψ* 
transition region,  indicating the possibility of a weaker axial  ligand  interaction and  lengthened 
Cu‐Cu bond. Also,  the  charge  transfer  region  ~500nm of  E114P deviates  from  that of CuA Az 
showing slight disruption of Cu2S2 core plane.28,40‐42 
 
 
Figure 5.5. A) UV‐vis and B) EPR spectra of CuA Az and its variants 
 
Table 5.1. Spectroscopic parameters for CuA Az and its variants. 
Variants  λmax (nm)  EPR g (A) in 50mM NH4OAc (pH 5.1)
EPR g (A) in TIP 
(pH 7) 
CuA Az  483, 530, 760 
g1 = 2.018 (25.4 G)
g2 = 2.044 (12.2 G) 
g3 = 2.168 (58.6 G)
g1 = 2.021 (28.0 G) 
g2 = 2.027 (12.1 G) 
g3 = 2.173 (56.2 G) 
Asn47Ser  483, 530, 753 
g1 = 2.016 (23.3 G)
g2 = 2.048 (12.2 G) 
g3 = 2.170 (58.6 G)
g1 = 2.027 (24.3 G) 
g2 = 2.027 (14.2 G) 
g3 = 2.176 (55.8 G) 
Glu114Pro  473, 535, 784   
g1 = 2.017 (29.5 G) 
g2 = 2.021 (10.9 G) 
g3 = 2.169 (56.6 G) 
  
A B 
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EPR  spectra  of  the  CuA  Az  variants  are  shown  in  Figure  5.5  B.  It  is  noteworthy  that 
Glu114Pro  in  ammonium  acetate  buffer  is  sensitive  to  cooling  to  cryo‐temperature,  with 
apparent  color  change  from  light  purple  to  brown.  The  EPR  spectrum  in  this  condition  is  ill‐
resolved, with g║ and g┴ region significantly different from that of CuA Az and Asn47Ser. Hence, a 
previously developed temperature independent buffer (TIP7) was chosen for this study. In TIP7 
all  samples  display  a  characteristic  seven‐line  hyperfine,  axial  signal.  The  simulated  EPR 
parameters of the variants of CuA Az (Table 5.1) are also very similar to those of the unmodified 
protein, suggesting minimal perturbation of the CuA site. 
5.4 Discussion 
5.4.1 Effects of altering hydrogen bonding around Cys112 in CuA Az on Em 
Due to the high level of similarity between the amino acid sequences and structures of 
T1 Az and CuA Az,14,16 mutations made  to T1 Az  should have  similar electronic and  structural 
effects  in  CuA  Az.  As  was  shown  in  Chapter  2  of  this  thesis,  the  Asn47Ser  and  Phe114Pro 
mutations in the T1 Az site rearrange the hydrogen bonding network around Cys112, which has 
a dramatic effect on the Em of the protein.18 In the T1 center, Asn47Ser has a minimal structural 
effect on the protein, but S‐edge and resonance Raman show that this mutation has a dramatic 
effect on  the  strength of  the Cu‐SCys112  interaction. The Phe114Pro mutation disrupts a direct 
hydrogen bond between the backbone of the protein and the thiolate of Cys112. Deleting this 
hydrogen bond also has a significant effect on the strength of the Cu‐SCys112  interaction, and  in 
this case, results  in structural rearrangement of the T1 site.18,43  In the case of both mutations, 
the structural and electronic changes upon mutation manifest in significant changes to the Em of 
the protein. 
The Em values obtained  for CuA Az and  the Asn47Ser and Glu114Pro variants  from  the 
various techniques used here show that the mutations made do affect the Em of the protein. The 
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exact  values  of  the  Em  and  the  magnitudes  of  the  changes  seen  change  from  one  set  of 
conditions to another. This is expected as the Em values of both T1 Az and CuA Az are known to 
be very sensitive  to buffering conditions, pH,  ionic strength, etc. The Em values obtained  from 
redox titration are consistently lower than that of CV results, and the magnitude of the change 
in the Em from the Asn47Ser CuA Az to unmodified CuA Az is also less. The difference between the 
CV and redox titrations is likely because the same titrant was used for all three variants in order 
to remain internally consistent. The Em of the titrant, however, is below the Em of Asn47Ser and 
well removed from the Em of Glu114Pro, which can increase the error in the measurements. 
The overall trend in the change toEm caused by these mutations is, however, consistent 
across  all  the  variants.  Asn47Ser  consistently  raises  the  Em  of  the  protein, while  Glu114Pro 
consistently lowers the Em. Based on the change in Em upon mutation, the Em of the CuA Az site is 
clearly susceptible to the hydrogen bonding network around the copper ligand Cys112, similarly 
to the T1 site, which suggest that the perturbations to the proteins induced by these mutations 
are similar between  the T1 and  the CuA sites  in Az. Crystal structures of  these variants will be 
required to confirm the exact molecular effects of these mutations and attempts to crystallize 
these variants are underway. 
Whilst interesting, is that the magnitude of the change in Em in CuA Az upon mutation is 
only  about  half  of  that  seen  in  the  T1  site  when  the  identical mutations  were made.  This 
observation is consistent with data concerning other CuA sites30 and can be explained by the fact 
that  the CuA site has 2  thiolate  ligands, as opposed  to T1 Az, which only has one. The  results 
presented here show that delocalizing the ligand character across the entirety of the copper site 
also spreads out  the effects of mutating  the surrounding protein environment. Presumably  to 
see the same magnitude of change  in the CuA site, mutations that alter the hydrogen network 
around both Cys ligands would be required. 
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5.4.2 Comparisons of the spectral feature of CuA Az and the variants 
The EPR parameters obtained by simulating the experimental spectra were seen to be 
identical  to  within  the  error  of  the  measurements  between  CuA  Az  and  the  variants.  The 
similarity  in these values suggests that there  is  little copper site distortion upon mutation. The 
Asn47Ser mutant displays a UV‐vis spectrum  that  is nearly  identical  to  that of  the unmodified 
CuA Az protein. The UV‐vis  spectrum of Glu114Pro, on  the other hand  is  somewhat different 
than CuA Az. A red shift in the ψ→ψ* region of the spectrum and changes to the 500 nm LMCT 
region of the spectrum were seen, indicating possible weakening of the axial ligand interaction, 
lengthening of the Cu‐Cu bond and slight disruption of Cu2S2 core plane. As was shown in the T1 
Az site,  the Phe114Pro mutation deletes a hydrogen bond  to  the  thiolate of Cys112 causing a 
structural rearrangement of copper site. Given the observed rearrangements  in the T1 copper 
site, it is not surprising that the same is seen in the CuA site.40,41,44,45 
5.5 Summary 
  The  results  of  this  study  show  that  effects  like  hydrogen  bonding  in  ET  proteins  are 
ubiquitous  from metal  site  to metal  site  and  can  be  used  to  predictably  tune  the  Em  of  ET 
proteins. We have  shown here  that  the Asn47Ser and Glu114Pro mutations  that perturb  the 
non‐covalent hydrogen bonding  interactions  in  the blue, T1, copper center  in Az exert  similar 
effects  on  the  Em  of  a  CuA  center  engineered  into  the  same  protein.  The magnitude  of  the 
changes is, however, significantly less than those observed in T1 Az. Because more than 85 % of 
the protein scaffold  is  identical between T1 Az and CuA Az, we were able  to  investigate  these 
non‐covalent effects on multiple protein metal sites with minimal contributions from differences 
in other long‐range interactions that occur from protein to protein.  
While the directionality of the effects of the Asn47Ser, Phe114Pro, and Glu114Pro is the 
same in both T1 Az and CuA Az, the exact magnitude of the changes is different between the two 
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proteins. The difference in the magnitude of the changes in Em between the CuA site and the T1 
site can be explained by the delocalization of ligand character across both thiolate ligands in CuA 
Az  instead of one  thiolate  ligand  in blue copper Az. The spectroscopic  features of each of  the 
proteins are relatively unaltered from the unmodified protein, suggesting that the structures of 
these proteins are primarily unaltered. These results strongly suggest that fine‐tuning functional 
properties  like  Em  by  altering  the non‐covalent hydrogen bonding  interactions  around metal‐
binding  sites  in  ET proteins  is  a  general  approach  to  the  regulate  functional properties of  all 
metalloproteins. 
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Chapter 6 
Purification and Characterization of Cupredoxin Proteins from Nitrosopumilus maritimus 
6.1 Introduction 
  6.1.1 Nitrosopumilus maritimus 
With  modern  techniques  of  organism  isolation  and  genomic  sequencing,  previously 
undiscovered microbes  are being discovered  almost daily. Many of  these new organisms  are 
simply new  strains of known organisms, but  some  turn out  to be novel and major players  in 
maintaining life on the planet. An example of such an organism is the archaeon Nitrosopumilus 
maritimus  (N. mar), which was  recently discovered  in a  filter of  the Seattle aquarium.1  It and 
similar strains have since been shown to exist throughout the world’s oceans.2‐18 It has also been 
shown that N. mar is a, if not the, major player in converting dissolved ammonia in the oceans 
to  nitrite,  a  critical  portion  of  the  global  nitrogen  cycle.4,5,15,17 N. mar  in  particular  has  been 
shown  to grow and oxidize ammonia even at  the  low ammonia  concentrations  typical  in  the 
ocean.1,5 
6.1.2 Copper proteins in N. mar 
Being  an  ammonia  oxidizer,  N.  mar  is  believed  to  use  a  copper  based  ammonia 
monooxygenase  (AMO), similar to the particulate methane monooxygenase  found  in methane 
oxidizing  organisms.15 What  is more  interesting  about  N. mar.,  however,  is  the  number  of 
proposed copper protein genes  in the organism’s genome.  In fact, N. mar  is missing the genes 
for one of the most ubiquitous class of electron transfer (ET) proteins, heme based cytochrome 
c proteins.  Instead, N. mar has  replaced  these genes with proposed  cupredoxin  like proteins. 
Several  genes  proposed  to  be  multi‐copper  oxidases  also  exist,  along  with  several  other 
unknown genes  that may utilize copper.15 While N. mar still utilizes many heme proteins,  it  is 
interesting  that  it  evolved  to make  such  striking  use  of  copper,  and,  in  some  cases,  replace 
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common, heme based proteins  found  in every other known  form of  life with copper proteins. 
Investigating  these proteins may  shed  light onto why most of  life  chose  iron as  the metal of 
choice, rather than copper. 
Many of  these unknown  cupredoxin  like proteins are proposed  to  simply  replace  the 
cytochrome c protein  in a given gene cluster and serve an ET  function. There  is, however, the 
possibility that some of these proteins are catalytic in nature. Assuming that these proteins only 
contain  one  copper  ion,  their  catalytic  function would  likely  be  limited  to  only  one  electron 
conversions if they perform redox chemistry. However, a one electron oxidation catalyst would 
be  important for an ammonia oxidizing organism, as conversion between NO and NO2‐  is a one 
electron process.  
6.1.3 Goals 
Given the important role that N. mar plays in the global nitrogen cycle, and its unusual 
replacement of heme based ET proteins, purifying and characterizing some of the genes from N. 
mar is a high priority. Work has begun on isolating and purifying some of the crucial catalysts in 
the proposed  ammonia oxidation pathway,  such  as  the proposed AMO. Many of  the  smaller 
cupredoxin like proteins are also of great importance because they are proposed to be involved 
in critical metabolic pathways in N. mar, have interesting structural features based on structural 
modeling, or could be previously undiscovered catalysts.15 
In  this  chapter,  efforts  to  recombinantly  express,  purify  and  characterize  three  such 
small cupredoxin like proteins from N. mar, N. mar_1085, 1307 and 1443, will be discussed. The 
1085 protein  is believed to be a direct replacement for a cytochrome c protein, serving as the 
redox  partner  for  the  N. mar  equivalent  of  cytochrome  c  oxidase.  The  function  of  1307  is 
unknown, but  it  is  interesting because sequence analysis and structural modeling suggest that 
the  copper  binding  site  is  coordinatively  unsaturated  and  possibly  exposed  to  solvent. Being 
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coordinatively unsaturated suggests that 1307 may be catalytic in nature. A function for 1443 is 
also not known, but this protein has an unusual disulfide bond next to the copper site based on 
structural modeling. This disulfide could be simply structural in nature, aid in the recognition of 
the redox partner, or serve as electron storage for an unknown multi‐electron redox process.  
6.2 Materials and methods 
  6.2.1 Cell culture and expression of N. mar proteins 
  The protein coding DNA sequences of N. mar_1085, 1307, and 1443 were cloned  into 
the pET‐22b periplasmic expression vector  (Novagen)  from genomic DNA by Dr.  James Hemp 
(University of  Illinois). All of  the proteins  in  this  study natively have  an N‐terminal helix  that 
anchors  the protein  to  the cell membrane. These membrane associated helices were omitted 
from the cloned sequence here in order to result in solubly expressed protein. 
  Rosetta strain E. coli (Novagen) were then transformed with the cloned sequences and 
cell  stocks were made  again by Dr.  James Hemp.  This  strain of E.  coli was used because  the 
codon usage of N. mar  is very different  from E. coli and Rosetta cells have extra  translational 
machinery and tRNAs to compensate for this. 
  Transformed cells were then used to streak LB plates with ampicillin. These plates were 
incubated  at  37°C  overnight  to  obtain  single  colonies.  Single  colonies  were  then  used  to 
inoculate 5 mL LB cultures with 100 μg/mL of ampicillin. For  initial  investigations  into protein 
expression,  these 5 mL cultures were allowed  to grow overnight at 30°C.  In  the morning cells 
were  induced with 100 μg/mL of  Isopropyl β‐D‐1‐thiogalactopyranoside  (IPTG) and allowed  to 
express protein at 30°C  for an additional 4 hours. After expressing  for 4 hours, proteins were 
extracted via the osmotic shock procedure outlined below. 
  After  analyzing  initial  expression  of  the  desired  proteins  in  small,  test  cultures, 
expression of N. mar_1307 was  scaled up  to  2  L  culture.  Single  colonies were  again used  to 
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inoculate 5 mL cultures with 100 μg/mL of ampicillin. For the larger cultures, the 5 mL cultures 
were  first  allowed  to  grow  at  37°C  for  6‐8  hours,  until mid  to  late  log  phase was  entered 
(OD ~0.6). Larger cultures, typically 4 portions of 2 L of 2xYT (16 g/L of bacto tryptone, 10 g/L of 
yeast extract, and 5 g/L of NaCl), were then inoculated with 1‐2 mL of the 5 mL cultures. The 2 L 
cultures were then allowed to grow at 37°C overnight and induced with 100 mg/L of IPTG in the 
morning.  After  expressing  at  37°C  for  4  hours,  the  cells  were  then  harvested  and  protein 
extracted with the osmotic shock procedure detailed below. 
  6.2.2 Osmotic shock procedure for periplasmically expressed N. mar proteins 
  The volumes  in the procedure outlined below were scaled based on the volume of the 
original culture. After harvesting the E. coli by centrifugation, the cells were re‐suspended in 1/8 
the volume of the original culture of a solution containing 20 % w/v sucrose, 50 mM tris buffer 
at  pH  8.0,  and  5 mM  ethylenediaminetetraacetate  (EDTA).  The  cells were  incubated  in  this 
solution at room temperature for 1 hour and re‐harvested. The supernatant was discarded and 
the cells were re‐suspended  in 1/8 the volume of the original culture of a solution with 4 mM 
NaCl and 1 mM dithiothreitol  (DTT)  to  lyse  the periplasmic membrane. Cells were  left  in  this 
solution for 10 minutes at 4°C to effectively  lyse the membrane. Solids were then removed by 
centrifuging and the supernantant was collected. The pH of the supernatant was then  lowered 
to 4.0 by slowly adding a solution of 500 mM sodium acetate at pH 4.0 (1/10 the volume of the 
supernatant). Lowering the pH  in this way caused more solids to precipitate, which were again 
removed by  centrifuging and  the was  supernatant  collected. For  the  small  test  cultures, SDS‐
PAGE  gels  were  run  at  each  step  of  this  procedure  for  each  protein.  For  the  large  scale 
expression of N. mar_1307, the protein was extracted from the crude supernatant as described 
below. 
  6.2.3 Column purification of N. mar_1307 and re‐constitution with copper 
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  After extracting the protein  from the cells by the osmotic shock procedure above, the 
pH of  the N. mar_1307 supernatant solution was raised  to 6.0 by slow addition of NaOH. The 
supernatant was then applied to a FF Q‐sepharose column (50 mL, GE Healthcare) equilibrated 
in 50 mM sodium acetate buffer at pH 6.0 by adding the beads directly to the supernatant and 
letting it shake on an orbital shaker at 4°C overnight. The protein was eluted from the column by 
a NaCl gradient on an Akta basic FPLC  (GE Healthcare). Protein  typically eluted at around 300 
mM NaCl. 
  N. mar_1307 was then reconstituted with copper by adding small aliquots (5‐20 μL) of 
200 mM CuSO4  solution.  The  increase  in  absorbance  at  415  and  570 nm were monitored  to 
estimate copper incorporation. Full copper incorporation was assumed to be the point at which 
no further  increase  in the visible absorbances was seen upon addition of more copper. Copper 
incorporated  protein  was  then  separated  from  non‐copper  bound  protein  and  other 
contaminants by re‐applying the protein to a Q‐sepharose column and re‐eluting it with a NaCl 
gradient.  
  6.2.4 Spectroscopic characterization of N. mar_1307 
  Electrospray ionization mass spectrometry (ESI‐MS) was collected on a Waters Quattro II 
Tandem  Quadrupole/Hexapole/Quadrupole  instrument  by  adding  formic  acid  to  samples  to 
ionize. UV‐visible spectra of N. mar_1307 were collected on a Carey 3E (Varian) in temperature 
independent (TIP) pH 7.0 buffer. For pH studies of the UV‐visible absorbances, the protein was 
exchanged into mixed buffer consisting of 50 mM sodium phosphate, 50 mM sodium acetate, 40 
mM MES, 40 mM MOPS, 40 mM CAPS and 100 mM NaCl at the various pH values. The protein 
was  brought  to  each  pH  by  exchanging  it  into  the  proper  buffer with  a  pd‐10  size  exclusion 
column  (GE Healthcare). EPR spectra were  taken  in TIP 7 buffer as a glass with 20 % glycerol. 
Spectra were collected on a Varian 122 spectrometer with an Air Products Helitran cryostat. 
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  6.2.5 Structural modeling of N. mar_1307 
  Structure prediction of N. mar_1307 was done using  the online  structure prediction/ 
homology searcher Phyre2.19 The predicted structure with the highest confidence value was then 
imported  into visual molecular dynamics  (VMD)20 and  the metal  free  form of  the protein was 
energy minimized and put through 1 ns of molecular dynamics steps (1 fs per calculation) with 
the scalable molecular dynamics (NAMD) program.21,22 
  6.2.6 Crystallization of N. mar_1307 
  Crystals  of  N. mar_1307  were  grown  by  the  hanging  drop  vapor  diffusion method. 
Protein solution was prepared in 50 mM sodium acetate buffer at pH 6.0 to a concentration of 
about 2 mM. A 2 μL portion of this protein solution was then mixed with 2 μL of a well buffer 
solution consisting of 0.1M TrisHCl at pH 8.0, 20mM CuSO4, 0.1M LiNO3 and varying amounts of 
polyethylene glycol  (PEG). The highest quality  crystals  formed  from wells with 35 % w/v PEG 
4000 after about 2 months at 4°C. 
6.3 Results 
  6.3.1 Expression of N. mar proteins 
  From  the 5 mL  test  cultures,  it was  seen  that all  three proteins did over‐express and 
were exported to the periplasm. Figure 6.1 shows SDS‐PAGE gels of the protein solutions at the 
final two steps of the osmotic shock procedure. Panel A shows the protein solution before the 
precipitation step when the pH of solution was lowered to 4.0. Panel B shows the final solution 
after the precipitation step and removal of the solids. 
As can be seen in the gels below, a protein of the proper mass (between 10 and 11 kDa) 
for each of the three cupredoxin proteins was seen after rupturing the periplasmic membrane 
and  removal  of  solids.  This  shows  that  the  protiens  were  expressed  and  exported  to  the 
periplasm  as  soluble  proteins.  However,  as  can  be  seen  from  panel  B,  only  N.  mar_1307 
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maintained  a  large  amount  of  soluble  protein  at  the  proper  molecular  weight  after  the 
precipitation  step.  Presumably  the  other  two  proteins  could  not  tolerate  the  low  pH  and 
precipitated with the other cell debris  in the precipitation step. As such, N. mar_1307 was the 
first protein to be purified here. Purification protocols for N. mar_1085 and 1443 omitting the 
precipitation step of the osmotic shock protocol still must be developed. 
 
     
 
Figure 6.1. SDS‐PAGE gels of 5 mL test culture expressions of N. mar proteins both A) before and 
B) after the precipitation step in the osmotic shock protocol. 
 
6.3.2 Purification of N. mar_1307 
Figures  6.2  through  6.3  show  the  FPLC  purification  of N. mar_1307  before  and  after 
reconstitution with  copper  respectively.  In  both  cases  protein  contaminants  and DNA  eluted 
from  the column prior  to a  large amount of protein based on  the absorbance at 280 nm. The 
A 
1307 1085 1443 
10 kDa 
15 kDa 
B 
1443  1085  1307 
10 kDa 
15 kDa 
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protein containing  fractions  that were combined  from each gel are  shown  in a  red box. After 
column purification protein was shown to be > 95 % pure based on SDS‐PAGE (Figure 6.4). 
 
 
Figure  6.2.  FPLC  trace  of metal  free  N.  mar_1307.  The  blue  line  represents  the  measured 
absorbance at 280 nm (indicative of peptide chains) and the red line is the 260 nm absorbance 
(indicates nucleic acids). The FPLC  fractions  that were collected and combined are shown  in a 
red box. 
 
6.3.3 Spectroscopic features of N. mar_1307 
ESI‐MS of N. mar_1307 showed a base peak mass of about 10750 Da, which is very close 
to the expected mass of N. mar_1307 (10747 Da). There are other peaks visible in the MS. It is 
unclear if these are contaminants in the protein sample or a result of the ESI‐MS being dirty. The 
apparent purity of the protein based on the FPLC traces and the SDS‐PAGE results suggests the 
latter. 
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Figure 6.3. FPLC trace of N. mar_1307 after copper incorporation. In this case, the solid blue line 
also  shows  the  280  nm  absorbance,  the  red  and  purple  lines  show  the  visible  absorbances 
characteristic  of  this  protein,  i.e.  400  nm  and  570  nm.  The  collected  and  combined  FPLC 
fractions are shown in a red box. 
 
 
Figure  6.4.  SDS‐PAGE  gel  of  column  purified  N.  mar_1307  both  before  and  after  copper 
incorporation. 
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  UV‐visible  spectroscopy  of  N.  mar_1307  shows  two  visible  peaks  upon  addition  of 
copper,  one  peak  at  ~400  nm  and  another  at  570  nm  (Figure  6.5).  The  positions  of  the 
absorbances impart a pink/purple color to the protein. These position and intensity of these two 
absobances are mainly  stable  throughout  the pH  range  from 3  to 9. Below pH 3,  the protein 
aggregates and visibly precipitates from solution, while at pH > 9 the visible absorbances begin 
to blue  shift  and  the 570 nm peak  loses  intensity  and  splits  into 2 peaks.  The EPR  spectrum 
shown  in  Figure  6.6  is  highly  altered  compared  to  just  copper  in  solution,  or  typical  T1 
cupredoxin proteins, exhibiting a more rhombic type signal. The arrangement of the peaks in the 
parallel  region  of  the  spectrum  also  suggests  that  there  are multiple  EPR  active  species  in 
solution. The closest match found in the literature to the EPR of N. mar_1307 shown here is the 
highly  distorted  T1  copper  site  in  copper  nitrite  reductase  and  the  red  copper  protein, 
nitrosocyanin.  
 
 
Figure 6.5. UV‐visible spectroscopy of N. mar_1307  in  the pH  range  from 3.0  to 12.0. Low pH 
spectra are shown in red, intermediate pH spectra in purple and high pH spectra in blue. 
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6.3.4 Structure of N. mar_1307 
Below  is shown  the amino acid sequence of N. mar_1307 with  the proposed Cys(His)2 
copper ligating residues highlighted in red. 
 
1 MDAQIIIPNGNYDVTGAGFYSPLNLEIPVGTTVTWTNDDSVPHNIQSIDV 
51 NGKVIQLFNSPPLNTGDRFEHVFEEEGVYKYYCSFHPWRVGLVTVS 
2.8 2.6 2.4 2.2 2.0 1.8
g
 CuSO4 in buffer
 N. mar 1307
  
2.2 2.0
g
 CuSO4 in buffer
 N. mar 1307
2.8 2.6 2.4 2.2
g
 CuSO4 in buffer
 N. mar 1307
 
Figure 6.6. EPR spectra of N. mar_1307  (red) as compared  to  free copper  (black)  in  the same 
buffer.  Panel  A  shows  the  entire  spectrum  while  panels  B  and  C  show  zoom  ins  on  the 
perpendicular and parallel regions of the spectrum respectively. 
A 
B  C
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  Structure  prediction  and  energy  minimization  of  this  sequence  produced  a  T1 
cupredoxin  like  structure.  The  Phyre2  structure  prediction  program19  predicted  that  this 
sequence corresponds to a plastocyanin/azurin like cupredoxin fold to a 99.9 % confidence level. 
The results of this structure prediction were then energy minimized with VMD20 and NAMD,21,22 
and the energy minimized structure of the metal free protein is shown below in Figure 6.7. 
 
            
Figure  6.7.  Structural model  of  N. mar_1307.  The  protein  backbone  and  carbon  atoms  are 
shown  in  cyan, while  nitrogen  atoms  are  shown  in  blue,  sulfur  atoms  in  yellow  and  oxygen 
atoms  in  red. For  clarity,  the protein backbone  is greyed out  in  the  zoom  in of  the proposed 
copper binding site (right). 
 
  The predicted structure of N. mar_1307 shows some  interesting aspects. Cys83, His43 
and His86 form the trigonal plane of the copper binding site. There is also a backbone carbonyl 
oxygen atom from Pro42 that may be close enough to form an ionic interaction with the copper 
similar to that seen  in Az.23 The axial position that  is normally occupied by a Met residue  is an 
Arg  residue  in N. mar_1307, which  likely will  not  be  able  to  ligate  the  copper  based  on  the 
normal protonation state of Arg  in solution and the side chain position predicted here. Finally, 
Pro42 
His43 
Tyr20 
Arg89 
His86 
Cys83 
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there  is  a  Tyr  very  close  to  the  copper  site with  the  hydroxyl  group  pointed  directly  at  the 
copper binding site. 
6.4 Discussion 
  6.4.1 Purification of N. mar proteins 
  Based on SDS‐PAGE gels of  small  test expressions  for each of N. mar_1085, 1307 and 
1443,  all  three  proteins  did  over‐express  and were  exported  to  the  periplasm  of  the  cell  in 
reasonable  yield. N. mar_1307 was  also  readily  purified  from  the  periplasm  by  precipitating 
many of  the unwanted cellular debris  followed by column chromotography. N. mar_1085 and 
1443 did not tolerate the  low pH associated with the precipitation step and aggregated. While 
this  it  is  disappointing  that  the  precipitation  step  cannot  be  used  for  these  proteins,  as  it 
produces  comparatively  clean  protein  before  column  chromatography  is  even  started,  the 
precipitation  step  will  simply  be  omitted  in  future  attempts  to  purify  these  proteins.  After 
rupturing the periplasmic membrane, the supernatant will immediately be subjected to column 
chromatography. 
  6.4.2 Proposed structure and spectroscopy of N. mar_1307; insights into function 
The  spectroscopy and proposed  structure of N. mar_1307  show  that  this protein  is a 
very  interesting  and  potentially  novel  example  in  the  cupredoxin  family.  The  UV‐visible 
absorbances  and  EPR  show  that  the  copper  site  is  highly  distorted  from  the  typical  trigonal 
planar  or  distorted  tetragonal  coordination  environment  of  T1  cupredoxins.  As  such,  the 
spectroscopy shows that N. mar_1307 is somewhere in between a T1 and a T2 cupredoxin and 
resembles the spectroscopy of copper nitrite reductase or nitrosocyanin.24,25  
Function is difficult to determine based solely on the spectroscopy of N. mar_1307. We 
therefore used structure prediction to gain further insights into the nature of the copper binding 
site.  This  structural  prediction  result  showed  some  potentially  interesting  aspects  of  N. 
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mar_1307. First, the axial ligand common in most T1 cupredoxins is missing and replaced by an 
Arg residue. While there is some variation in the types of residues seen at this position in native 
cupredoxin proteins, Arg at this position  is very unusual.26 Based on the predicted structure of 
this protein and the typical protonation state of Arg residues  in solution, the Arg residue  likely 
cannot coordinate to the copper.  
Another  interesting  result of  the  structure prediction  is  the presence of a Tyr  residue 
very close  to  the copper binding site with  the hydroxyl group pointing almost directly  toward 
the site where the copper would sit. As such, the hydroxyl of the Tyr, which is also redox active, 
may  coordinate  the  copper  as  well.  Such  an  interaction  with  a  Tyr  in  a  copper  protein  is 
interesting, but far from unprecedented  in nature. For example, copper based quinol oxidases 
have multiple Tyr residues that interact with the coppers through either direct coordination, or 
hydrogen  bonding.  In  the  case  of  these  proteins,  the  Tyr  is  oxidized  to  a  quinol  during  the 
catalytic cycle. These proteins often oxidize large substrates, such as other quinols, steroids, or 
hormones, however.27 
The absence of an axial  ligand means  that  there may be an open coordination site on 
the copper, suggesting that the site has some catalytic function. The presence of a Tyr that could 
coordinate  the  copper also  suggests a catalytic  function by analogy  to other copper proteins. 
However,  analyzing  the  surface  of  the  protein  shows  that  the  copper  site  is  crowded  with 
residues and  there  is no obvious  substrate access point  to where  the  copper would be.  If N. 
mar_1307  is  catalytic  in  nature,  it  likely  operates  on  a  very  small  substrate  based  on  this 
structural model.  Alternatively,  the  crowded  copper  site may  indicate  that  N. mar_1307  is 
simply  an  ET  protein.  Given  the  N.  mar’s  metabolic  oxidation  of  ammonia,  it  is  possible, 
however,  that  this  protein  could  serve  as  an  oxidase  converting  NO  into  NO2‐.  An  actual 
molecular  structure  of  this  protein  along  with  measurements  of  the  Em  and  catalytic 
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investigations with,  for  example NO, will  be  required  to  fully  determine  the  function  of  this 
protein. Diffraction patterns for crystals of N. mar_1307 are currently being collected. 
6.5 Summary 
  Recent discoveries of new organisms  throughout  the world  are  continually  surprising 
scientists and revealing how little is actually known about life on Earth. A striking example of this 
is N. mar. This organism is believed to account for much of the oxidation of dissolved ammonia 
in  the world’s  oceans  to  nitrite.4,5,15,17 Another  intriguing  aspect  of  this  organism  is  that  it  is 
missing the genes for one of the prototypical classes of ET protein found in every other known 
organism,  heme  based  cytochrome  c  proteins.  Instead,  the  genome  of N. mar  suggests  that 
cupredoxin  like  proteins  handle  all  of  the  electron  transfer.15 We  have  begun  to  purify  and 
characterize three of these proteins. One of the three, N. mar_1307 has been fully purified and 
is  in  the  process  of  being  characterize.  Spectroscopy  and  structural  prediction  have  already 
shown  that  this  protein  is  an  unusual  cupredoxin,  but  the  exact  function  of  this  protein  is 
currently unknown. Purification procedures for the other two proteins, N. mar_1085 and 1443 
are  currently  under  development, mechanistic  studies  on N. mar_1307  are  beginning  and  a 
molecular structure of 1307 is currently being obtained. Studying the proteins from N. mar will 
undoubtedly shed  light on the properties of this environmentally  important organism, and will 
allow us to investigate why most of nature chose iron as the metal of choice, instead of copper. 
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